Analysis and comparison of chemical spaces occupied by compounds with antibacterial properties against ESKAPE organisms by Vindiš, Sašo
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 

























UNIVERZA V LJUBLJANI 






Analiza in primerjava kemijskih prostorov učinkovin s protibakterijskim delovanjem 
na organizmih ESKAPE 
 
Analysis and comparison of chemical spaces occupied by compounds with 














Magistrska naloga Sašo Vindiš 
 
 
Magistrsko nalogo sem opravljal na Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za farmacijo pod 
mentorstvom prof. dr. Stanislava Gobca, mag. farm. in somentorstvom doc. dr. Marko 
Jukiča, mag. farm. 
 
Zahvala 
Iskreno se zahvaljujem mentorju prof. dr. Stanislavu Gobcu, mag. farm. in somentorju 
doc. dr. Marku Jukiču, mag. farm. za vso pomoč pri pisanju magistrske naloge, sploh pa za 
potrpljenje in zaupanje vame. 
Posebna zahvala gre Eneji za vso podporo in požrtvovalnost v času študija. 
 
Izjava 
Izjavljam, da sem magistrsko nalogo izdelal samostojno pod mentorstvom prof. dr. 









prof. dr. Borut Štrukelj 
Člani komisije: 
Mentor: prof. dr. Stanislav Gobec 
Somentor: doc. dr. Marko Jukič 
Članica: doc. dr. Mirjam Gosenca Matjaž 




Vsebina ................................................................................................................................... I 
Povzetek .............................................................................................................................. III 
Abstract ................................................................................................................................ IV 
Seznam okrajšav ................................................................................................................... V 
1. Uvod .............................................................................................................................. 1 
1.1. Odpornost proti protimikrobnim učinkovinam ....................................................... 1 
1.2. Trenutne protimikrobne učinkovine, razdelitev ...................................................... 3 
1.3. Pomen in razlika med Gram-pozitivnimi in Gram-negativnimi bakterijami .......... 6 
1.4. Organizmi ESKAPE ............................................................................................... 7 
1.5. Kemijski prostor ..................................................................................................... 9 
1.6. Podatkovna zbirka ChEMBL ................................................................................ 11 
1.7. Opis oblike molekul z glavnimi vztrajnostnimi momenti..................................... 11 
2. Načrt dela ..................................................................................................................... 13 
2.1. Ekstrakcija podatkov iz PZ ChEMBL .................................................................. 13 
2.2. Knime Analytics Platform .................................................................................... 13 
2.3. Identifikacija in primerjava kemijskih prostorov .................................................. 14 
3. Materiali in metode ...................................................................................................... 15 
3.1. Računalniške metode ............................................................................................ 15 
4. Eksperimentalno delo .................................................................................................. 16 
4.1. Priprava podatkov v DBB ..................................................................................... 16 
4.2. Obdelava podatkov s Knime Analytics Platform.................................................. 17 
4.2.1. Odstranitev zadetkov ChEMBL z več fragmenti .......................................... 17 
4.2.2. Filtriranje preglednice.................................................................................... 18 
4.2.3. Računanje deskriptorjev ................................................................................ 19 
4.2.1. Analiza grozdov pri diskretnih deskriptorjih ................................................. 21 
4.2.2. Klasifikacija protimikrobnih učinkovin......................................................... 22 
4.2.3. Statistična analiza .......................................................................................... 24 
Magistrska naloga Sašo Vindiš 
 
II 
4.2.4. Primerjava registriranih protimikrobnih učinkovin z drugimi učinkovinami 27 
5. Rezultati in razprava .................................................................................................... 28 
5.1. Komentar priprave skript SQL za DB Browser .................................................... 28 
5.2. Komentar Knime workflowa ................................................................................ 29 
5.3. Komentar rezultatov.............................................................................................. 33 
5.3.1. Razlike v kemijskem prostoru spojin med Gram-pozitivnimi in Gram-
negativnimi mikroorganizmi ....................................................................................... 33 
5.3.2. Klasifikacija ................................................................................................... 40 
5.3.3. Primerjava kemijskih prostorov protimikrobnih in drugih učinkovin ........... 41 
6. Sklep ............................................................................................................................ 42 
7. Viri in literatura ........................................................................................................... 43 
8. Priloga .......................................................................................................................... 46 
8.1. Povprečne in mediane vrednosti vseh zveznih deskriptorjev za vse 
mikroorganizme ............................................................................................................... 46 
8.2. Številčne vrednosti vseh diskretnih deskriptorjev za vse mikroorganizme pri 
določenih velikostnih razredih ......................................................................................... 46 




Analiza kemijskih prostorov spojin v velikih podatkovnih bazah se že nekaj časa uporablja 
kot metoda za odkrivanje novih aktivnih molekul. Farmacevtska podjetja nenehno 
preiskujejo svoje knjižnice spojin v upanju, da bodo odkrila novo spojino vodnico in jo 
razvila v naslednje uspešno zdravilo. Naš cilj je bil natančno in v širokem obsegu prikazati 
podobnosti oz. razlike med porazdelitvijo molekularnih lastnosti v kemijskem prostoru 
spojin, aktivnih na različne mikroorganizme. V ta namen smo analizirali in primerjali 
kemijski prostor molekul z visoko učinkovitostjo (MIC ≤ 1 µg/mL), ki so bile testirane na 
mikroorganizmih ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa in Enterobacter spp.) in 
E. coli. Vse spojine, skupaj 8.513 edinstvenih struktur, smo našli v podatkovni zbirki 
ChEMBL, ki je brezplačen in odprt vir informacij. 
Najprej smo določili Tanimotov koeficient podobnosti med vsemi spojinami v našem vzorcu 
in vsemi registriranimi zdravili za sistemsko zdravljenje bakterijskih infekcij (ATC razred 
J01). Kjer je bila vrednost koeficienta podobnosti med zdravili in molekulami našega vzorca 
najvišja, smo to molekulo uvrstili v antibiotični razred tega zdravila (pod pogojem, da je 
njuna podobnost presegala nastavljeni prag). Odkrili smo, da večina spojin (~60 %) ni 
presegala meje 0,5 Tanimotovega koeficienta, kar kaže na potencial za odkrivanje novih in 
drugačnih protimikrobnih učinkovin, s katerimi bi lahko zdravili okužbe s patogenimi 
bakterijami. 
Nadalje smo izvedli statistične teste med vsemi pari mikroorganizmov (t-test za zvezne in 
chi2 test za diskretne deskriptorje), kjer smo pokazali stopnjo podobnosti znotraj Gram-
pozitivnih in znotraj Gram-negativnih bakterij ter raven razlike med obema paroma 
mikroorganizmov. Velik del raziskave smo posvetili primerjanju oblik molekul pri teh dveh 
populacijah. Določili smo 3D-obliko vseh molekul v našem vzorcu in s to informacijo 
izračunali glavne vztrajnostne momente vsake spojine. Izrisali smo trikotne diagrame PMI, 
kjer smo pokazali, da so spojine, aktivne na Gram-pozitivne mikroorganizme, po obliki 
bistveno bolj linearne kot pri Gram-negativnih. 
Delovni tok, s katerim smo primerjali spojine, aktivne na različne mikroorganizme, smo 
uporabili tudi za primerjanje razlik v kemijskem prostoru med registriranimi 
protimikrobnimi in drugimi učinkovinami. Našli smo občutne razlike v porazdelitvi 
molekularnih lastnosti med tema dvema populacijama zdravilnih učinkovin. Ugotovili smo, 
da je treba odkrivanje in razvoj novih protimikrobnih učinkovin obravnavati na drugačen 
način kot pri običajnih učinkovinah. 
Ključne besede: Kemoinformatika, kemijski prostor, ChEMBL, ESKAPE, PMI 




The analysis of chemical spaces within large databases has been used for quite some time as 
a method for searching and finding new active molecules. Corporate screening collections 
are used constantly to profile activities of their would-be lead compounds to hopefully find 
the next hit drug. Our goal was to precisely show the difference, or lack thereof, in the 
distribution of molecular properties in the chemical space of active molecules between 
populations of microorganisms on a large scale. To this end, we analysed and compared the 
chemical spaces of highly active compounds (MIC ≤ 1 µg/mL) tested on ESKAPE 
microorganisms and E. coli inside the ChEMBL database, a free and open source of 
information from which a total of 8,513 unique compounds were collected and their 
properties determined. 
Firstly, we calculated the Tanimoto coefficients between all molecules from our dataset with 
all registered antibacterials for systemic use (ATC class J01). We classified all compounds 
exceeding our threshold of similarity to the antibiotic class of the corresponding best match. 
We found that most (~60%) molecules did not surpass the set threshold of 0.5, showing the 
potential of new different types of compounds to be potent agents in combating harmful 
bacteria. 
We also conducted statistical tests between all pairs of microorganisms (t-tests for 
continuous and chi-square tests for nominal properties) showing the degree to which Gram-
positive and Gram-negative microorganisms are similar within their own set and dissimilar 
among each other. A large part of our analysis was dedicated to comparing the shapes of 
molecules between our populations. We determined the 3D shapes of all molecules in our 
dataset and with that calculated the principal moments of inertia (PMI) of each compound. 
By plotting each molecule in the PMI triangle diagram and calculating the difference in the 
distribution density, we have shown that Gram-positive compounds tend to be significantly 
more linear in their shape compared to the Gram-negative ones. 
Finally, we used the tools with which we compared different microorganisms to each other 
to determine the difference between the chemical space of registered antibiotics and other 
drugs. Our analysis shows significant deviation of molecular properties between these two 
populations, demonstrating the need to treat the search and discovery of new antibiotic 
agents differently to those of typical drugs. 
Key words: Cheminformatics, chemical space, ChEMBL, ESKAPE, PMI




A. baumannii Acinetobacter baumannii 
ATC anatomsko-terapevtsko-kemični klasifikacijski sistem (ang. 
Anatomical Therapeutic Chemical Classification System) 
CC organizacija Creative Commons 
CDK programska oprema Chemistry Development Kit 
DBB programska oprema DB Browser for SQLite 
DHPS dihidropteroat sintaza 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
DNM deoksinibomicin 
družina MATE (ang. multi-antimicrobial extrusion protein) 
družna SMR (ang. small multidrug resistance family) 
E. aerogenes Enterobacter aerogenes 
E. cloacae Enterobacter cloacae 
E. coli Escherichia coli 
E. faecium Enterococcus faecium 
 
ESKAPE akronim mikroorganizmov oz. rodov: Enterococcus faecium, 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii, Pseudomonas aeruginosa in Enterobacter spp. 
ESBL proti antibiotikom odporne bakterije z encimi ESBL in/ali 
karbapenemazami (ang. extended spectrum beta-lactamases) 
GMG globalni maksimum gostote 
HBD donorji vodikove vezi (ang. H-bond donors) 
I1, I2 in I3 1., 2. in 3. glavni vztrajnostni moment 
IQR razdalja med kvartalom 1 in 3 (ang. interquartile range) 
JAZMP Javna agencija Republike Slovenije za zdravila in medicinske 
pripomočke 
K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae 
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VI 
Ki inhibitorna konstanta 
LMG lokalni maksimum gostote 
LPS lipopolisaharid 
MIC minimalna inhibitorna koncentracija (ang. minimum inhibitory 
concentration) 




(ang. ATP-binding cassette superfamily – ABC) 
naddružina MF (ang. major facilitator superfamily) 
naddružina RND (ang. resistance-nodulation-division superfamily) 
NAG N-acetilglukozamin 
NAM N-acetilmuraminska kislina 
P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 
PABA 4-aminobenzojska kislina (ang. para-aminobenzoic acid) 
PBP penicilin-vezujoči proteini (ang. penicillin binding proteins) 
PMI glavni vztrajnostni momenti (ang. principal moments of inertia) 
PZ podatkovna zbirka 
RNK ribonukleinska kislina 
S. aureus Staphylococcus aureus 
SZO Svetovna zdravstvena organizacija 
TPSA celotna polarna površina (ang. total polar surface area) 
t-RNA prenašalna RNA 
VRE na vankomicin odporni enterokoki (ang. Vancomycin-resistant 
Enterococcus) 




Antibiotiki in ostale protimikrobne učinkovine so temeljna zdravila sodobne družbe. Že 
penicilin, ki ga je leta 1928 odkril Aleksander Fleming (1), je povzročil revolucijo na 
področju medicine, saj je samo pri pogostih boleznih, kot je pljučnica zaradi okužb s 
pnevmokoki, odgovoren za znižanje umrljivosti za 4- do 8-krat (2). Antibiotiki so tako že 
skoraj 100 let stalno prisotni v boju proti patogenim bakterijam in skozi desetletja so 
znanstveniki odkrili in razvili mnogo novih, močnejših in učinkovitejših protimikrobnih 
zdravil. Nekatera (širokospektralni antibiotiki) so aktivna na številne različne (Gram-
pozitivne in Gram-negativne) bakterije, druga (ozkospektralni antibiotiki) pa samo na 
določene bakterije. Kljub temu razvoju pa danes ne obstaja zdravilo, učinkovito proti vsem 
okužbam (3). 
1.1. Odpornost proti protimikrobnim učinkovinam 
Bakterijska odpornost na protimikrobne učinkovine je problem, ki je prisoten že od vsega 
začetka njihove uporabe in katerega zaradi možnosti adaptacij mutacij in genskih 
reorganizacij bakterij ne bomo kmalu rešili (4, 5). Odporni sevi mikroorganizmov se vedno 
pogosteje pojavljajo v kliničnih okoljih in velikokrat povzročajo kritične negativne 
zdravstvene izide (5–7). Svetovna zdravstvena organizacija (SZO) definira odpornost na 
protimikrobne učinkovine kot spremembo odziva bakterije zaradi uporabe zdravila (8). 
Poznamo 4 splošne mehanizme, zaradi katerih pride do tega (5): 
1. sprememba tarčnega mesta, 
2. inaktivacija učinkovine, 
3. sprememba akumulacije učinkovine v bakteriji in  
4. prilagoditev biokemičnih procesov znotraj celice. 
Sprememba tarčnega mesta: tarča β-laktamskih antibiotikov so penicilin-vezujoči proteini 
(ang. penicillin binding proteins – PBPs), natančneje DD-transpeptidaza. To je encim, ki je 
pomemben zlasti v zadnjih korakih tvorbe bakterijske stene. Odgovoren je za zamrežitev 
stranskih peptidnih verig (9), posledično njegova inaktivacija povzroči razpad celične stene 
in s tem smrt bakterije. Skozi čas in z mutacijo se je pojavil gen mecA (gen najverjetneje 
izvira iz bakterije Staphylococcus sciuri (10), ki kodira protein PBP2a in ima spremenjeno 
tarčno mesto (Slika 1)). Gen se najpogosteje pojavlja pri na meticilin odpornemu 
Staphylococcus aureus (ang. methicillin-resistant Staphylococcus aureus – MRSA). Zaradi 
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spremenjenega tarčnega mesta se zmanjša afiniteta klasičnih β-laktamskih antibiotikov, ki 
posledično niso več učinkoviti proti mutiranim sevom. 
 
Slika 1: Mehanizem delovanja penicilinskih antibiotikov in odpornosti pri PBP2a. 
Na mutirani protein imajo β-laktamski antibiotiki bistveno nižjo afiniteto (5, 10, 11), 
posledično običajne terapevtske koncentracije učinkovin ne zadoščajo za inhibicijo 
encima. 1 – Oba encima sta strukturno podobna, vendar se razlikujeta po obliki 
aktivnega mesta. 2 – Oba encima normalno opravljata funkcijo povezovanja 
vzporednih peptidoglikanskih verig s pentapeptidnim mostom. 3 – β-laktamski 
antibiotik se prilega aktivnemu mestu pri občutljivem encimu, ne pa pri odpornem. 
4 – V aktivnem mestu se antibiotik kovalentno veže na serin in ireverzibilno 
onemogoči delovanje encima. Antibiotik se ne veže na odporni encim, ki lahko 
prosto nadaljuje z izvajanjem svoje normalne funkcije. NAM predstavlja N-
acetilmuraminsko kislino, NAG pa N-acetilglukozamin. Prirejeno po uporabniku 
Mcstrother – avtorsko delo, dostopno pod CC BY 3.0 (12). 
Inaktivacija učinkovine: mnogo bakterij je razvilo odpornost na peniciline s proizvodnjo 
β-laktamaze, encima, ki hidrolizira β-laktamski obroč učinkovin. Razprtje obroča 
onemogoči sposobnost vezave zdravila na DD-transpeptidazo, tako da izgradnja celične 
stene poteka nemoteno (9, 13). 
Sprememba akumulacije učinkovine v bakteriji: spremembo akumulacije zdravilne 
učinkovine bakterije dosegajo na dva načina: ali zmanjšajo prehajanje učinkovine v celico 
(zmanjšana permeabilnost) ali pa aktivno črpajo učinkovino iz celice (povečan efluks) preko 
beljakovinskih črpalk (izločevalne oz. izlivne prenašalke) v celični membrani. Te so lahko 
specifične na določeno molekulo učinkovine ali pa na določen substrat (14). Izlivne črpalke 
se delijo na pet (nad)družin (15): 
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• naddružina MF (ang. major facilitator superfamily), 
• družina MATE (ang. multi-antimicrobial extrusion protein), 
• naddružina RND (ang. resistance-nodulation-division superfamily), 
• družna SMR (ang. small multidrug resistance family) in 
• naddružina ABC-transporterjev (ang. ATP-binding cassette superfamily – ABC). 
Izlivne črpalke najdemo tako pri evkariontih kot pri prokariontih, sicer so pogostejše pri 
Gram-negativnih kot Gram-pozitivnih bakterijah, vendar je v kontekstu bakterijske 
odpornosti na protimikrobne učinkovine zgodovinsko najbolj pomembna naddružina RND. 
Transporterji imajo sposobnost črpanja širokega spektra spojin in tudi težkih kovin, 
škodljivih za bakterije (16), zato je razumevanje molekularnih mehanizmov njihovega 
delovanja ključno za razvoj novih učinkovin. 
Prilagoditev biokemičnih procesov znotraj celice: najbolj razširjen pojav tovrstne odpornosti 
je primer prilagoditve bakterij na sulfonamidne protimikrobne učinkovine. Mehanizem 
delovanja teh učinkovin temelji na strukturni podobnosti sulfanilamidne skupine in 
4-aminobenzojske kisline (angleško para-aminobenzoic acid – PABA), ki je ključni 
prekurzor za sintezo folata. Prek kompetitivne vezave sulfonamida na dihidropteroat sintazo 
(DHPS) pride do neustreznega intermediata, ki ga celica ne more izkoristiti. Prilagoditev je 
dvojna. Ali pride do mutacije gena, ki kodira DHPS, tako da se močno zmanjša inhibitorna 
konstanta (Ki) učinkovin, ali pa se spremeni sama presnovna pot. Tako bakterije ne 
sintetizirajo več svoje PABA z endogenezo, temveč, podobno kot pri sesalcih, izkoristijo 
predhodno nastalo PABA (17, 18). 
1.2. Trenutne protimikrobne učinkovine, razdelitev 
Učinkovitost in selektivnost protimikrobnih učinkovin v glavnem temelji na razlikah med 
bakterijsko (prokariontsko) in človeško (evkariontsko) celico, saj sta si ti domeni različni 
tako v strukturi oz. zgradbi kot tudi v presnovnih poteh. Če naštejemo nekaj razlik: 
bakterijska celica nima celičnega jedra (v splošnem imajo evkarionti več kompleksnosti pri 
znotrajceličnih strukturah (organelih), medtem ko so prokarionti bolj enostavni), prav tako 
lahko zaradi razlik v presnovnih poteh nekatere bakterije npr. sintetizirajo pomembne 
vitamine, ki jih evkarionti morajo zaužiti s hrano. Poleg tega ima bakterijska celica celično 
steno, ki je popolnoma odsotna pri evkariontih, je pa ključna za preživetje bakterije, saj ščiti 
in ohranja strukturo celice. Na tem mestu ločimo Gram-pozitivne in Gram-negativne 
bakterije, kar dodatno diferencira celice ter druge razlike. 
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Zaradi ogromnega nabora različnih učinkovin, ki jih imamo na razpolago, moramo imeti 
sistem za njihovo razvrstitev. Eden najbolj uporabljenih je Anatomsko-terapevtsko-kemični 
klasifikacijski sistem (angleško Anatomical Therapeutic Chemical Classification System – 
ATC). ATC je razdeljen na ravni oz. razrede, pri čemer je krovni razred razvrščanje 
učinkovin v 14 skupin glede na anatomsko tarčo – to označujejo velike tiskane črke, 
asociirane s posamezno anatomsko skupino. Temu sledi terapevtska skupina, označena z 
dvomestnim številom1, tretji razred razlikuje farmakološke podskupine učinkovin in je 
ponovno označen z veliko tiskano črko. V četrtem razredu znova razvrščamo zdravila glede 
na farmakološke podskupine, vendar tokrat s poudarkom na njihovi kemijski zgradbi – 
ponovno označeno z veliko tiskano črko. Zadnji, peti nivo je končna številka učinkovine oz. 
kombinacije učinkovin. Pomembno je poudariti, da se lahko isto učinkovino v ATC zapiše 
na več načinov, saj lahko ima več primerov aplikacij (19). Acetilsalicilna kislina je na primer 
kot samostojna učinkovina navedena trikrat (A01AD05, B01AC06 in N02BA01), največ 
edinstvenih navedb pa si delita deksametazon in betametazon, oba s kar enajstimi različnimi 
šiframi glede na JAZMP veljavno klasifikacijo ATC registriranih zdravil v Sloveniji aprila 
2020. 
V naši nalogi smo se opredelili na najvišji ravni klasifikacije na skupino J (zdravila za 
sistemsko zdravljenje infekcij) in na drugi ravni na 01 (zdravila za sistemsko zdravljenje 
bakterijskih infekcij). Če nadaljujemo raven nižje, klasifikacijski sistem razvršča deset 
različnih terapevtsko-farmakoloških skupin protimikrobnih učinkovin: 
ATC šifra Ime podskupine 
J01A Tetraciklini 
J01B Amfenikoli 
J01C Betalaktamski antibiotiki, penicilini 
J01D Drugi betalaktamski antibiotiki 
J01E Sulfonamidi in trimetoprim 
J01F Makrolidi, linkozamidi in streptogramini 
J01G Aminoglikozidni antibiotiki 
J01M Kinolonske protimikrobne učinkovine 
J01R Kombinacije protimikrobnih učinkovin 
J01X Druge protimikrobne učinkovine 
Preglednica I: Seznam terapevtsko-farmakoloških podskupin znotraj razreda J01 - 
Zdravila za sistemsko zdravljenje bakterijskih infekcij v klasifikaciji ATC. 
 
1 Pri številkah, manjših od deset, se uporablja vodilna nič, npr. 06. 
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Kljub razdelitvi v navedene razrede to ne pomeni, da ima vsaka skupina svoj mehanizem 
delovanja. Veliko teh skupin namreč deluje na podobno tarčno mesto oz. na podoben 
mehanizem. Poznamo pet mehanizmov (5): 
1. Preprečevanje izgradnje celične stene − β-laktamski antibiotiki in 
glikopeptidi (J01X npr. 
vankomicin) 
2. Preprečevanje sinteze proteinov  
• Vezava na podenoto 50S ribosoma − Amfenikoli, makrolidi, 
linkozamidi in streptogramini 
• Vezava na podenoto 30S ribosoma − Tetraciklini in aminoglikozidi 
• Vezava na aminoacil t-RNA sintetaze − Mupirocin2 
3. Vplivanje na sintezo nukleinskih kislin  
• Inhibicija sinteze DNK − Kinoloni 
• Inhibicija sinteze RNK − Rifampicin3 
4. Vplivanje na presnovne poti − Sulfonamidi in trimetoprim 
5. Porušenje strukture bakterijske membrane − J01X npr. daptomicin 
Hkrati moramo omeniti, da še ne poznamo mehanizmov delovanja vseh spojin, ki izkazujejo 
protimikrobno delovanje. Sploh pri novejših spojinah pogosto ne poznamo odnosa med 
strukturo in delovanjem molekule oz. ga šele odkrivamo. Takšen primer je denimo 
holomicin, naravni ditiolopirolon, ki ga proizvaja bakterija Streptomyces clavuligerus, kjer 
je bil mehanizem odkrit šele pred kratkim– leta 2017 (20). Raziskovalci so si pomagali z 
veliko knjižnico podatkov in računalniškimi metodami kemijske genomike, s katerimi so pri 
raziskavi presejali ogromno količino podatkov za odkrivanje, kako ta molekula poruši 
bakterijsko homeostazo kovinskih ionov. Dostop do velike količine podatkov v kombinaciji 
z dodelanimi računalniškimi metodami je torej ključnega pomena pri odkrivanju in analizi 
novih spojin. 
 
2 Mupirocin ne spada med antibiotike za sistemsko zdravljenje, temveč je lokalno delujoči antibiotik in se 
uporablja kot mazilo. Vseeno je vključen v zgornjem delu, saj ima svoj mehanizem delovanja. 
3 Rifampicin prav tako ne spada v ATC J01 (zdravila za sistemsko zdravljenje bakterijskih infekcij), temveč je 
klasificiran kot J04 (učinkovina za zdravljenje infekcij z mikobakterijami). Omenjen je z enakim razlogom kot 
mupirocin. 
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1.3. Pomen in razlika med Gram-pozitivnimi in Gram-negativnimi bakterijami 
Razlikovanje med Gram-pozitivnimi in Gram-negativnimi mikroorganizmi izvira iz 
postopka barvanja celic in je poimenovan po danskem bakteriologu Hans Christian Gramu, 
ki je metodo razvil. Gre za zaporedno barvanje bakterijskih celic, ki so fiksirane na 
objektnem stekelcu. Po barvanju lahko pod mikroskopom opazujemo celice, ki so odvisno 
od strukture celične stene obarvane vijolično (Gram-pozitivni), roza (Gram-negativni) ali 
redkeje z mešanico obojega (npr. pri rodu Mycobacterium). Barvanje bakterij po Gramu je 
ena najbolj osnovnih metod ločevanja in identifikacij bakterij in je pogosto eden prvih testov, 
ki jih izvedemo pri raziskovanju neznane kulture.  
Razlog, da pride do razlik pri barvanju, je v strukturi celične stene (Slika 2). Tako Gram-
pozitivne kot Gram-negativne bakterije imajo peptidoglikansko ogrodje, ki celicam daje 
značilno obliko in zagotavlja mehansko zaščito. Večina Gram-pozitivnih mikroorganizmov 
ima relativno debelo, neprekinjeno celično steno (približno 20 do 80 nm), ki je sestavljena 
večinoma iz peptidoglikana. Ta je sestavljen iz sladkornega ter aminokislinskega dela in je 
močno premrežen v Gram-pozitivnih bakterijah ter delno premrežen v Gram-negativnih 
bakterijah. Sladkorno komponento tvori linearni polimer izmenično vezanih molekul 
N-acetilglukozamina (NAG) in N-acetilmuraminske kisline (NAM) z β-(1,4) glikozidno 
vezjo. Vzporedne verige polimera so med sabo povezane s polipeptidi in čeprav se struktura 
polipeptidne vezi razlikuje, vedno vključuje stranske verige tetrapeptida, štirih aminokislin, 
ki so na sladkorno verigo pritrjene na NAM. Vzporedne tetrapeptidne stranske verige so 
lahko med seboj povezane neposredno ali s peptidnim mostom, sestavljenim iz krajše verige 
aminokislin. Pri Gram-pozitivnih mikroorganizmih so na peptidoglikan kovalentno vezani 
še drugi polimerni strukturni elementi (npr. teihojske kisline in polisaharidi) (21). 
V primeru Gram-negativnih mikroorganizmov je peptidoglikanska plast tanjša (približno 
5 do 10 nm). Tej sledi zunanja membrana in v večini primerov je ta struktura nekovalentno 
vezana na molekule lipoproteina (Braunov lipoprotein), ki pa so kovalentno vezani s 
peptidoglikanom. Zunanjo membrano Gram-negativne celice sestavljajo lipopolisaharidi 
(LPS), lipoproteini ter fosfolipidi in ima več prilagojenih funkcij. Membrana ščiti celico pred 
škodljivimi učinki površinsko aktivnih snovi, težkih kovin, prebavnih encimov in nekaterih 
protimikrobnih učinkovin, vendar ne blokira vseh delcev, saj mora celica vnašati hranila v 
intracelularni prostor za vzdrževanje metabolizma. Del prepustnosti je posledica beljakovin 
v membrani, imenovanih porini, ki tvorijo kanale in dovoljujejo pasivni prehod manjših 
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molekul. LPS, ki je značilna struktura za Gram-negativne mikroorganizme, je kompleksna 
molekula, ki vsebuje lipide ter ogljikove hidrate in je sestavljena iz treh komponent; lipid A, 
jedrni polisaharid in polisaharid O. Lipid A je lipidni del LPS in je vgrajen v zunanjo 
membrano. Veriga se nadaljuje z jedrskim polisaharidom, ki zagotavlja stabilnost LPS. 
Polisaharid O séga še navzven od jedrnega polisaharida in je sestavljen iz molekul sladkorja. 
Deluje kot antigen in je koristen za razlikovanje sevov Gram-negativnih bakterij (primerljivo 
z vlogo teihojske kisline v Gram-pozitivnih celicah), saj se razlikuje od seva do seva znotraj 
serotipa. Ob smrti (lizi) Gram-negativne celice se te komponente sprostijo v okolje in 
delujejo kot endotoksini. Območje med zunanjo membrano in plazemsko membrano, kjer se 
nahaja tudi plast peptidoglikana, je periplazmatski prostor, ki vsebuje visoko koncentracijo 
razgradnih encimov in transportnih beljakovin (21, 22). 
 
Slika 2: Zgradba celične stene pri Gram-pozitivnih in Gram-negativnih bakterijah, 
prirejeno po (23). 
1.4. Organizmi ESKAPE 
ESKAPE je akronim šestih mikroorganizmov (oz. v primeru Enterobacter rodov): 
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii, Pseudomonas aeruginosa in Enterobacter spp., ki tvorijo homofon angleške 
besede escape, ki pomeni pobegniti oz. izogniti in se navezuje na njihovo sposobnost, da se 
izogibajo delovanju protimikrobnih učinkovin (24). Od drugih mikroorganizmov se 
razlikujejo po povečani odpornosti na pogosto uporabljene protimikrobne učinkovine. To v 
kombinaciji z njihovim kliničnim pomenom prispeva k potrebi po večjem razumevanju 
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razvoja njihovih mehanizmov odpornosti, saj dodatno ogrožajo varnost splošne populacije 
in prispevajo k bolnišničnim okužbam (25). 
E. faecium (E) je vodilni povzročitelj multirezistentnih enterokoknih okužb. Zdravljenje 
okužb je lahko težavno, saj več kot polovica izoliranih patogenih sevov izraža odpornost na 
vankomicin (na vankomicin odporni enterokoki (ang. Vancomycin-resistant Enterococcus – 
VRE), ampicilin in aminoglikozide (26). VRE so se pojavili v osemdesetih letih in njegova 
prevalenca med izoliranimi sevi se je v Severni Ameriki do leta 2002 povečala na 61 %. V 
Evropi so VRE manj razširjeni vendar se je njihova prisotnost tudi tukaj v zadnjih dveh 
desetletjih razširila (24). 
Kot najbolj zloglasna med ESKAPE mikroorganizmi se je verjetno uvrstila bakterija 
S. aureus (S) oz. sev te bakterije: na meticilin rezistentna S. aureus (ang. methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus – MRSA). Pod akronimom MRSA se razume katerikoli sev bakterije 
S. aureus, ki je razvil odpornost na β-laktamske antibiotike s pomočjo izražanja mecA, ki 
kodira beljakovino PBP2a. Odgovorna je za mnogo težko ozdravljivih okužb, sploh v 
bolnišničnem okolju (27). Gre za Gram-pozitivno bakterijo, ki jo pogosto najdemo kot del 
normalne kožne flore in običajno ni škodljiva pri ljudeh z dobro delujočim imunskim 
sistemom. 
K. pneumoniae (K) predstavlja naraščajočo patološko grožnjo, saj je v svetu razširjena tako 
v bolnišničnem kot v vsakdanjem okolju. Okužbe pogosteje opazimo pri mladih, starejših 
ali pri osebah z oslabljenim imunskim sistemom in je dobro poznana kot vzrok bakterijske 
pljučnice, zlasti pri kroničnih alkoholikih. Zaradi obsežnega širjenja sevov, odpornih na 
protimikrobne učinkovine, zlasti sevov, ki proizvajajo β-laktamazo (ang. extended-spectrum 
β-lactamase (ESBL)), se je zanimanje za raziskovanje okužb s Klebsiella povečalo (7, 24). 
A. baumannii (A) je oportunistični patogen, ki ga najpogosteje srečamo na oddelkih 
intenzivne nege in kirurških oddelkih, kjer je široka uporaba protimikrobnih učinkovin 
omogočila razvoj odpornosti nanje (28). Kot je značilno za Gram-negativne 
mikroorganizme, je tudi A. baumannii izredno odporen na vplive okolja. Znanstveniki so 
pokazali, da je na odprtih površinah preživel do 5 mesecev (29) in je v primerjavi z drugimi 
Gram-negativi rodovi bolj odporen na suha okolja, saj lahko odebeli celično steno tako, da 
razširi svoj periplazmatski prostor (30). A. baumannii lahko prav tako uspeva v različnih 
temperaturnih ter pH intervalih in je posledično dobro prilagojen za preživetje v človeškem 
telesu (31). 
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P. aeruginosa (P) je oportunistična bakterija in najbolj škoduje imunsko oslabljenim 
bolnikom. Pogosto se pojavi pri pacientih z opeklinami in rakom ter pri tistih s cistično 
fibrozo, saj kot fakultativni anaerob preživi v mikroaerobnih pogojih, kot je gosta sluz 
bolnikov (24). Zunanja membrana mikroorganizma vsebuje porine, ki omejijo prag za prosto 
prehajanje molekul (na okoli 500 Da). Glavni porin je OprF, skozi katerega prehaja večino 
eksogenih snovi v celico, in zaradi zmanjšane prepustnosti je P. aeruginosa že v osnovi 
odporna na vrsto protimikrobnih zdravil (24, 32). 
Zadnji mikroorganizem je Enterobacter spp. (E), ki najpogosteje okuži dihalne poti in 
urinarni trakt. Incidenca njegovih bolnišničnih okužb narašča, sploh s sevi z ESBL. Razen 
kolistina in tigeciklina ni veliko protimikrobnih učinkovin, ki bi bili učinkoviti proti temu 
odpornemu mikroorganizmu in tako kot pri drugih bakterijah ESKAPE je na trgu malo 
zdravil, s katerimi lahko uspešno zdravimo bolezni, ki jih povzroča (33). 
1.5. Kemijski prostor 
Kemijski prostor je izraz, ki v najširšem smislu zajema celotno multi-dimenzionalno regijo 
vrednosti, ki jo lahko zavzamejo vsi možni deskriptorji, s katerimi opisujemo spojine. 
Praktično to pomeni matematični opis, kjer je vsaka spojina ena točka s koordinatami 
posameznih deskriptorjev (Slika 3). Z večdimenzionalnim kemijskim prostorom operiramo 
na enak način, kot bi z navadnim 2D-grafom raztrosa – lahko mu določimo gostoto 
porazdelitve, standardne deviacije, poiščemo trende, izračunamo razdaljo med točkami ipd. 




Slika 3: Primer štiridimenzionalnega kemijskega prostora (molska masa [g/mol], 
logP, celotna polarna površina molekule [Å], število donorjev vodikovih vezi na 
molekulo) spojin našega končnega vzorca. Z grafičnim prikazom lahko vizualno 
hitro ugotovimo, da je največja gostota spojin v omejenem kemijskem prostoru pri 
okoli M ≈ 500 g/mol, logP ≈ 2,5, TPSA ≈ 200 in št. HBD ≈ 5. 
Razumevanje in poznavanje kemijskega prostora potencialnih učinkovin je pomembno iz 
več razlogov. Tradicionalne metode odkrivanja novih učinkovin vključujejo in silico 
metode, npr. QSAR modele, algoritme merjenja in generiranja spojin, podobnim znanim 
učinkovinam, virtualno rešetanje itd. In silico metode so revolucionirale odkrivanje novih 
spojin, saj lahko predelajo ogromno količino podatkov v kratkem času in lahko napovejo 
učinkovitost spojin, preden jih sploh sintetiziramo. Prav zato so tako uporabne, saj kljub 
vsem pomanjkljivostim njihove napovedne moči močno omejijo količino spojin, ki bi jih 
sicer morali praktično ovrednotiti. Tako je poznavanje in apliciranje kemijskega prostora 
dodatna stopnja omejitve vseh možnih spojin pri odkrivanja potencialnih zadetkov (spojin 
vodnic). 
Magistrska naloga Sašo Vindiš 
 
11 
1.6. Podatkovna zbirka ChEMBL 
ChEMBL je velika relacijska podatkovna zbirka (v nadaljevanju PZ) majhnih bioaktivnih 
molekul. Poleg osnovnih podatkov strukture vsebuje tudi nekatere izračunane lastnosti 
molekul in različne bioaktivnosti spojin na tarčna mesta. V avgustu 2020 je PZ vsebovala 
skoraj 2 milijona edinstvenih spojin s preko 16 milijonov izmerjenih aktivnosti. Podatki so 
povzeti in ročno zbrani iz primarnih znanstvenih virov, skupaj iz preko 76 tisoč publikacij 
(34, 35). 
Celotna PZ je dostopna v različnih oblikah oz. zapisih (Oracle, MySQL, PostgreSQL, 
SQLite, RDF idr.), vse različice pod licenco "Creative Commons Attribution-ShareAlike 3.0 
Unported" (34, 36). Dostop do teh informacij postaja vedno bolj ključen s premikom 
raziskav temeljnih mehanizmov bolezni iz zasebnih v javne sektorje. PZ ChEMBL je 
neizmerno koristna, saj so strokovnjaki že zbrali podatke. Razlog, zakaj so tovrstne zbirke 
tako uporabne, je na primer, da v člankih avtorji pogosto navajajo iste tarče oz. ligande z 
različnimi imeni – sinonimi, ali pa so podatki predstavljeni na vizualni način. Širina PZ in 
njena strukturirana oblika dovoljujeta raziskovanje in odgovarjanje na številna vprašanja, s 
katerimi se srečujemo na področju kemoinformatike. 
1.7. Opis oblike molekul z glavnimi vztrajnostnimi momenti 
Rigidna telesa imajo poleg običajnih lastnosti (masa, volumen, trdnost itd.) definirane tudi 
vztrajnostne momente oz. vrednost, kako se upirajo, kadar na njih deluje sila navora. Vsem 
telesom je možno določiti tri glavne osi vztrajnostnih momentov, kjer gredo vse skozi 
središče mase telesa in so druga na drugo pravokotne. Z upoštevanjem porazdelitve mase 
telesa lahko po teh treh oseh izračunamo glavne vztrajnostne momente (ang. principal 
moments of inertia: v nadaljevanju PMI) telesa, poimenovane I1, I2 in I3. Posebnost glavnih 
oseh v primerjavi s poljubnimi je, da je I1 največji vztrajnostni moment telesa. Molekule 
sicer niso rigidne strukture, vendar lahko ta princip apliciramo tudi v kontekstu 
kemoinformatike, kjer najprej določimo 3D-strukturo molekule in to strukturo obravnavamo 
kot rigidno telo (37). 
Vsi trije PMI si sledijo po velikosti od največjega do najmanjšega. Da grafično predstavimo 
obliko molekul s to metodo, določimo normalizirane vrednosti PMI, kjer izračunamo 
kvocienta I1/I2 in I1/I3. Ti dve vrednosti, če ju načrtamo v koordinatni sistem, tvorita točko, 
ki leži znotraj trikotnika (0; 1), (0,5; 0,5); in (1; 1) (Slika 4). To je posledica oblike 
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obravnavanega telesa, saj imajo linearne strukture (simetrična palica) dva visoka PMI in 
enega nizkega, planarne strukture (simetrični diski) imajo enega velikega in dva vsaj 
polovična PMI-ja, sferične strukture (žoge) pa imajo vse tri PMI enake (37, 38). 
 
Slika 4: Diagram PMI s primeri molekul iz analiziranega vzorca. Predstavljene so 
spojine, ki so najbližje ogliščem, sredini stranic in središču trikotnika. Gre za trojni 
diagram, kjer lokacija znotraj trikotnika prikazuje, kako je molekula linearna (0; 1), 
planarna (0,5; 0,5) oz. sferična (1; 1). 
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2. Načrt dela 
V okviru naloge bomo analizirali in primerjali kemijski prostor molekul v podatkovni zbirki 
ChEMBL (34). Zaradi velike količine podatkov bomo uporabili več računalniških 
programov za zbiranje, filtriranje in analiziranje samo določenih molekul, in sicer tistih, ki 
imajo protimikrobno delovanje, izraženo kot minimalna inhibitorna koncentracija (MIC), in 
ki so jih eksperimentalno testirali na specifičnih mikroorganizmih. Programski opremi, ki ju 
bomo v ta namen uporabili, sta DB Browser for SQLite (v nadaljevanju DBB) in Knime 
Analytics Platform. Poleg tega bomo po potrebi uporabili tudi računalniški jezik Python. 
2.1. Ekstrakcija podatkov iz PZ ChEMBL 
Podatkovna zbirka ChEMBL (v nadaljevanju PZ ChEMBL) je prosto dostopna v več 
sistemih za upravljanje podatkovnih zbirk. Mi bomo uporabili PZ, zapisano v sistemu 
SQLite, saj v nasprotju s številnimi drugimi sistemi za upravljanje zbirk podatkov ta za 
delovanje ne zahteva zunanjega strežnika. PZ ChEMBL, iz katere bomo ekstrahirali podatke, 
je različica 26 (interno ime chembl_26), izdana 13. aprila 2020. 21. maja 2020 so sicer izdali 
novo različico PZ, vendar gre pri tej za posebno izdajo zaradi COVID-19, ki je bila 
pripravljena le 38 dni po zadnji, kar je izredno hitro, saj se PZ običajno posodablja na 
približno 10 mesecev (39). Strukturno se chembl_26 in chembl_27 ne razlikujeta, prav tako 
so bili dodani le podatki v povezavi s SARS-CoV-2. 
2.2. Knime Analytics Platform 
Vso nadaljnjo obdelavo podatkov bomo opravili v programu Knime Analytics Platform (v 
nadaljevanju Knime). Gre za odprtokodno programsko opremo za analizo podatkov. Ima 
grafični uporabniški vmesnik, kjer bomo z vizualnim programiranjem uporabljali modularni 
sistem cevovoda podatkov (ang. data pipelining). Z vsakim vozliščem bomo modelirali, 
transformirali in obdelali podatke. V grobem bomo najprej izvedli predobdelavo 
preglednice, generirane z DBB (ureditev podatkov, filtriranje nerelevantnih vrstic), nato 
bomo vsem spojinam izračunali deskriptorje, ki bodo definirali kemijski prostor, pripravili 
bomo postopek za določanje ATC razreda, v katerega bi sodile testirane spojine, če bi bile 
registrirane, in izvedli statistične teste, s katerimi bomo primerjali kemijske prostore spojin 
glede na organizem, na katerem so bili testirani. Knime bomo tudi uporabili za izris vseh 
grafov za to nalogo. 




Slika 5: Primer odseka našega sistema cevovoda podatkov. Podatki v obliki 
preglednice tečejo od leve proti desni. Vsak kvadrat (vozlišče) opravi eno ali več 
funkcij (odstranjevanje vrstic, izračun deskriptorjev itd.), pri čemer je rezultat nova 
spremenjena preglednica, ki teče po "ceveh" naprej do naslednjega vozlišča. V tem 
odseku vozlišče 1 odstrani vrstice, ki nimajo MIC v želenih enotah, nato preglednica 
teče naprej v dve vozlišči: vozlišče 2 ohrani samo edinstvene strukture, vozlišče 3 
pa tem strukturam določi molsko maso (za nadaljnjo pretvorbo enot), nato vozlišče 
4 pripiše izračunane molske mase kot nov stolpec k preglednici iz vozlišča 1, 
vozlišče 5 pa ponastavi ID-je vrstic (to je pomembno za nadaljnja vozlišča), vozlišče 
6 preglednico razdeli v dve preglednici glede na njuno enoto MIC, vozlišče 7 
pretvori številčne vrednosti MIC iz molske v masno koncentracijo, vozlišče 8 pa 
znova združi preglednici iz vozlišč 6 in 7 ter vodi preglednico naprej. 
V sklopu obdelave podatkov bomo potrebovali določene ukaze oz. funkcije, ki niso prisotne 
v osnovnem paketu Knime. V okolje Knime bomo zato naložil razširitve, ki ponujajo 
dodatne funkcije na področju kemoinformatike. Prav tako bomo naložili splošno uporabno 
razširitev KNIME Python Integration, s katero bomo lahko v okolju Knime po potrebi 
pripravili preproste skripte v programskem jeziku Python. 
2.3. Identifikacija in primerjava kemijskih prostorov 
Cilj te naloge je identificirati in popisati kemijske prostore spojin, aktivnih na 
mikroorganizme ESKAPE. Zaradi velikosti PZ ChEMBL bomo lahko analizirali ogromno 
število različnih molekul, kar nam bo omogočilo natančno določanje vrednosti fizikalnih 
lastnosti, ki jih imajo te spojine, in v velikem obsegu primerjati različne populacije med 
seboj. Statistično in grafično bomo prikazali razlike oz. podobnosti kemijskih prostorov 
aktivnih spojin med posameznimi mikroorganizmi in med skupinami mikroorganizmov ter 
upamo, da bodo naši rezultati koristni pri iskanju novih učinkovin. 
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3. Materiali in metode 
3.1. Računalniške metode 
Nalogo smo izvedli na osebnem računalniku z naslednjimi specifikacijami: 
• procesor AMD Ryzen 5 2600x šest-jedrni CPU 3.80 GHz, 
• 16,0 GB DDR4 pomnilnik s frekvenco 2600 MHz, 
• grafična kartica Nvidia GeForce GTX 1060 s 6 GB GDDR5 pomnilnika in 
• operacijski sistem Microsoft Windows 10 Pro 64-bit 
V eksperimentalnem delu smo uporabili različico SQLite PZ ChEMBL chembl_26 in jo 
analizirali s sledečo programsko opremo: 
• DB Browser for SQLite različica 3.11.2 
o Qt različica 5.11.3 
o SQLite različica 3.27.2 
• Knime Analytics Platform različica 4.1.3 z naslednjimi razširitvami: 
o Erlwood Knime Open Source Core različica 4.0.0.v201912061111 
o KNIME Analytics Platform različica 4.1.3.v202005121100 
o KNIME Audio Processing različica 4.1.0.v201911110939 
o KNIME Base Chemistry Types & Nodes različica 4.1.1.v202001312017 
o KNIME Data Generation različica 4.1.0.v201911110939 
o KNIME Extension providing the Chromium Browser različica 78.0.3904.70 
o KNIME JavaScript Views različica 4.1.2.v202003032007 
o KNIME Plotly različica 4.1.3.v202005112253 
o KNIME Public Server Access različica 4.1.0.v202004060712 
o KNIME Python Integration različica 4.1.3.v202005112253 
o KNIME REST Client Extension različica 4.1.3.v202005112253 
o KNIME ServerSpace različica 4.10.3.v202004060712 
o KNIME SVG Support različica 4.1.0.v201911110939 
o KNIME-CDK različica 1.5.600.v202004290959 
o RDKit KNIME integration različica 4.0.1.v202002121352 
o Vernalis KNIME Nodes različica 1.26.0.v202003171242 
Razširitev KNIME Python Integration za delovanje uporablja programski jezik Python 3.7.3 
s knjižnico pandas v0.25.0 Final in modulom NumPy 1.17.0rc2. 
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4. Eksperimentalno delo 
4.1. Priprava podatkov v DBB 
Podatkovno zbirko ChEMBL 26 in podatke o njeni strukturi smo prenesli iz uradne spletne 
strani. Najprej smo pregledali, kako so posamezne preglednice znotraj zbirke razporejene in 
povezane, nato smo za nadaljnjo analizo identificirali stolpce s sledečimi podatki: 
• chembl_id Edinstvena šifra za vsako molekulo (npr. 
CHEMBL1741) 
• canonical_smiles Struktura molekule v SMILES obliki 
• assay_organism Ime mikroorganizma, na katerem je bila molekula 
testirana 
• standard_value Standardizirana4 številčna vrednost in enota, ki so 
jo dobili pri izvedenem testu 
• standard_units 
• type Tip testa, ki je bil izveden 
• units Izvirne enote, ki so bile objavljene 
• molecular_species Tip molekule: kislina, baza, nevtralna ali cviterion 
Napisali smo skripto SQL (Skripta 1) s katero smo preglednice, v katerih so se ti stolpci 
pojavljali, združili v eno samo preglednico. Hkrati smo že v skripti podali nekaj osnovnih 
zahtev, ki morajo biti izpolnjene: 
1 SELECT  md.chembl_id, 
2   cs.canonical_smiles, 
3   a.assay_organism, 
4   act.standard_value, 
5   act.standard_units, 
6   act.type, 
7   act.units, 
8   cp.molecular_species 
9 FROM  activities act 
10 JOIN  assays a ON (a.doc_id = act.doc_id AND a.assay_id = act.assay_id) 
11 JOIN  molecule_dictionary md ON md.molregno = act.molregno 
12 JOIN  compound_structures cs ON cs.molregno = act.molregno 
13 JOIN  compound_properties  cp ON cp.molregno = act.molregno 
14 WHERE  (assay_organism = "Acinetobacter baumannii" 
15 OR  assay_organism = "Enterobacter aerogenes"  
16 OR  assay_organism = "Enterobacter cloacae"  
17 OR  assay_organism = "Enterococcus faecium" 
 
4 Standardizirano pomeni, da je ekipa ChEMBL številčne vrednosti, izražene v enotah iz izvirne publikacije, 
ki niso v splošni rabi, že pretvorila v številčne vrednosti, izražene v splošno rabljenih enotah (npr. 0,12 mg/mL 
v 120 µg/mL). 
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18 OR  assay_organism = "Escherichia coli"  
19 OR  assay_organism = "Klebsiella pneumoniae"  
20 OR  assay_organism = "Pseudomonas aeruginosa"  
21 OR  assay_organism = "Staphylococcus aureus") 
22 AND  standard_type = "MIC" 
23 AND  standard_relation = "=" 
24 AND  standard_value NOT NULL 
25 AND  data_validity_comment IS NULL 
Skripta 1: Ukaz SQL za ekstrakcijo analiziranega vzorca iz PZ ChEMBL. 
V skripti smo združili 5 preglednic in hkrati omejili zadetke na vrstice, kjer: 
1. so mikroorganizmi ESKAPE ali pa E. coli, 
2. ima stolpec standard_type  vrednost "MIC", 
3. je relacija5 med testom in številčno vrednostjo "=", 
4. podatki o številčni vrednosti testa ne manjkajo in kjer 
5. je vrednost stolpca data_validity_comment  prazna6. 
Po izvršitvi skripta smo dobili preglednico s stolpci, določenimi z zgoraj navedenimi 
kriteriji, in 174.038 vrsticami. 
4.2. Obdelava podatkov s Knime Analytics Platform 
Preglednico, pridobljeno z DBB, smo uvozili v Knime. Najprej smo se osredotočili na 
vrstice, ki so vsebovale več kot eno molekulo v zapisu SMILES. Nato smo podatke še 
dodatno omejili s filtri, izračunali smo deskriptorje za vsako molekulo, vsako spojino smo 
primerjali z registriranimi spojinami, da bi določili, v katero skupino protimikrobnih 
učinkovin bi spadale, in nazadnje smo statistično primerjali vse izračunane deskriptorje 
mikroorganizmov. Na tem mesu smo identificirali 174.038 vrstic od tega 40.139 edinstvenih 
ChEMBL id-jev. 
4.2.1. Odstranitev zadetkov ChEMBL z več fragmenti 
Po uvozu kreirane preglednice v Knime smo našli vrstice, v katerih je v zapisu SMILES več 
kot ena molekula (simbol "." med zapisom). Da bi ločili enostavne soli (na primer 
CHEMBL3250596) od ostalih, smo najprej pripravili seznam vseh edinstvenih molekul, ki 
 
5 Podatki v podatkovni zbirki so med drugim razporejeni v relacije, ki se navezuje na številčno vrednost testa. 
Vrednost testa je lahko "=", ">", "<", "≥" ali "≤". 
6 Stolpec data_val idity_comment  je komentar avtorjev PZ, ki odraža, ali so vrednosti aktivnosti verodostojne 
oz. smiselne, in je izpolnjen le, če sumijo na napako (potencialna zmota avtorja, napačna vrednost enote, npr. 
negativni IC50 itd.). 
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so se pojavljale. Vsaki molekuli smo tudi izračunali vrednost kompleksnosti fragmenta, ki 
ga CDK (Chemistry Development Kit) definira kot: 
 
 C = |B2 −  A2 + A| + 
H
100
 enačba 1 
kjer je C kompleksnost fragmenta, A je število atomov v molekuli, ki niso vodik, 
B je število vezi, H pa je število heteroatomov (40). 
Ročno smo pregledali dobljeno preglednico in se odločili, da bomo obdržali le vrstice, kjer 
je prisotna ena glavna molekula v kombinaciji s fragmenti s kompleksnostjo, manjšo od 
92 (Preglednica VI). Tako filtrirano preglednico smo združili nazaj z osnovno preglednico 
in dodali stolpec, kjer je zabeležen SMILES glavne molekule. Ta stolpec smo uporabljali za 
izračun deskriptorjev, vendar te vrstice še vedno obravnavali kot ločene spojine. 
4.2.2. Filtriranje preglednice 
V združeni tabeli smo v naslednjem koraku poenotili vrednosti in enote MIC, v katerih so 
bili zadetki predstavljeni. Ker smo za to uporabili stolpca standard_value in standard_units, 
so številčne vrednosti testa zapisane le v dveh enotah in sicer v µg/mL ter v nM. Ker se 
vrednosti MIC večinoma navajajo v µg/mL, smo vse vrstice z enotami nM pretvorili v masno 
koncentracijo prek enačbe 2, 
 γ = c ∙ M enačba 2 
kjer γ predstavlja masno koncentracijo, c predstavlja množinsko koncentracijo, 
M je pa molska masa. 
To je pomembno, ker smo v naslednjem koraku uporabili vrednost MIC za izračun osamelih 
primerov. Kjer smo opazili podvojevanje ChEMBL id-jev, smo izračunali razdaljo med 
kvartalom 1 in 3 (ang. interquartile range – IQR) glede na vrednost MIC v povezavi z 
mikroorganizmom, na katerem je bil test izveden. Odstranili smo vse vrstice, kjer je bil 
stolpec standard_value  manjši od Q1 – 1,5 ∙ IQR oz. večji od Q3 + 1,5 ∙ IQR. 
Opazili smo, da je bila razpršenost MIC za iste spojine na istih mikroorganizmih kljub 
odstranitvi ekstremnih vrednosti še vedno močno opazna, in sicer je bila največja vrednost 
tudi do 10.000-krat večja od najmanjše. Da bi to odpravili, smo odstranili vse primere, kjer 
je bila logaritemska razdalja med minimalno in maksimalno vrednostjo MIC na organizem 
in chembl_id večja od 1. Končno smo povprečili vrednost MIC pri vseh primerih, kjer se je 
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večkrat testirala ista spojina na istem mikroorganizmu ter filtrirali vse, kjer je končen MIC 
večji od 1 µg/mL. 
4.2.3. Računanje deskriptorjev 
V prvem koraku smo z geometrijsko optimizacijo izračunali energetsko minimalne oblike 
spojin. Od 9.442 struktur je pri 989 prišlo do napake, zato smo jih odstranili. Vsem ostalim 
smo izračunali sledeče deskriptorje na osnovi geometrijsko optimizirane strukture: 
• logP (SlogP), 
• polarno površino (TPSA), 
• število vrtljivih vezi, 
• število donorjev vodikovih vezi, 
• število akceptorjev vodikovih vezi, 
• število "težkih atomov" (definirani kot atomi z atomskim številom večjim od 1 (41)), 
• število stereocentrov, 
• število vseh obročev in 
• število aromatskih obročev. 
Izračunali smo tudi razmerja med vsemi tremi vztrajnostnimi momenti molekul in s tem 
vrednosti I1/I2 (x) ter I2/I3 (y). 
To je hkrati predstavljalo zadnjo točko filtracije oz. omejitve naših podatkov. Na tem mestu 
smo imeli 14.637 vrstic s skupno 8.513 edinstvenimi ChEMBL id-ji ter 8.453 edinstvenih 
struktur. Razporeditve po mikroorganizmih so predstavljene spodaj (Preglednica II): 
Organizem Št. ChEMBL id-jev 
S. aureus 5.828 
E. coli 3.351 
K. pneumoniae 1.861 
P. aeruginosa 1.231 
E. cloacae 1.026 
E. faecium 812 
E. aerogenes 326 
A. baumannii 202 
Preglednica II: Število edinstvenih ChEMBL id-jev glede na mikroorganizem pri 
zadnjem koraku filtriranja podatkov. 




Na osnovi podatkov stolpcev I1/I2 in I2/I3 smo za vsak organizem izdelali diagram 
trikotnika PMI gostote porazdelitve spojin. Za to smo uporabili7 vozlišče Knime PMI Kernel 
Density Plot z nastavitvami Kernel Estimator: Gaussian, Kernel Symmetry: 
Radial_Multiplicative, Column bandwidth: Silverman. Število osamelih vrednosti smo 
nastavili na 0 in število točk v rešetki na 1000. Rezultat vozlišča je bila slika grafa PMI s 
črno-belim gradientom gostote, ki smo jo pozneje obarvali. Grafi PMI vseh 
mikroorganizmov so prikazani na Sliki 6. 
 
Slika 6: Porazdelitev gostote spojin znotraj trikotnika PMI pri vseh 
mikroorganizmih. 
 
7 Besedilo v podčrtani in ležeči pisavi predstavlja možnost nastavitve pri izračunu Kernelove gostote, ležeča 
ne-podčrtana pisava pa izbrano nastavitev znotraj vozlišča. 
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4.2.1. Analiza grozdov pri diskretnih deskriptorjih 
Kar nekaj izbranih deskriptorjev (število (aromatskih) obročev, akceptorjev in donorjev 
H-vezi, težkih atomov, vrtljivih vezi, stereocentrov) je bilo diskretnih. Razdelili smo jih v 
velikostne razrede z algoritmom k-means, kar je postopek razvrščanja točk v posamezne 
skupine glede na eno ali več lastnosti z namenom odkrivanja temeljnih razlik med 
kemijskimi prostori. Algoritem je naključno8 razdelil vse točke populacije v želeno število 
skupin in izračunal seštevek vseh kvadratnih vrednosti vsot razlik vsake točke od povprečne 
vrednosti (ang. within-cluster sum of squares – WCSS) posamezne skupine (enačba 3). 
Lokacijam prvih povprečnih vrednosti pravimo centroidi, ki jih v naslednjih iteracijah 
premikamo tako, da WCSS konvergira proti minimumu (Slika 7). 





 enačba 3 
  η
k
 = 1 −
WCSSk
WCSS1
 enačba 4 
kjer je k število velikostnih razredov, Si je nabor vseh elementov, x je posamičen 
element, μ
i
 je povprečna vrednost v posamičnem velikostnem razredu in η
k
 je 
učinkovitost razvrstitve pri k-velikostnih razredih. 
 
Slika 7: Postopek analize grozdov z algoritmom k-means na primeru 
dvodimenzionalne distribucije točk v tri skupine. Neugodni izhodiščni položaji 
centroidov zaradi naključne izbire lokacije (iteracija 0 – modri in zeleni centroid sta 
zelo blizu skupaj) se skozi iteracije hitro popravi proti minimumu WCSS. Prirejeno 
po uporabniku Chire – avtorsko delo, dostopno pod CC BY-SA 4.0 (42). 
Z algoritmom smo s 1.000 iteracijami za vsak deskriptor posebej izračunali minimiziran 
WCSS od 1 (torej brez skupin) do 10 velikostnih razredov in izračunali učinkovitost 
 
8 Izbrali smo naključno postavitev centroida, možne so tudi drugačne nastavitve. 
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razvrstitve kot odstotek glede na najvišji WCSS (enačba 4). Pogoj za ugotavljanje najbolj 
primernega števila velikostnih razredov na deskriptor je bila prva vrednost η
k
, ki presega 
0,85, oz. prvi primer najvišje vrednosti. Pri vsakem deskriptorju je bil k enak štiri, zato smo 
vsakemu deskriptorju z algoritmom k-means določili štiri velikostne razrede: 
Deskriptor Razred 1 Razred 2 Razred 3 Razred 4 
Št. aromatskih obročev 0 1 2–3 > 3 
Št. akceptorjev H-vezi < 6 6–10 11–21 > 21 
Št. donorjev H-vezi < 3 3–5 6–14 > 14 
Št. težkih atomov < 33 33–56 57–99 > 99 
Št. obročev < 3 3 4–8 > 8 
Št. vrtljivih vezi < 4 4–7 8–19 > 19 
Št. stereocentrov 0 1–3 4–10 > 10 
Preglednica III: Velikostni razredi diskretnih deskriptorjev. 
4.2.2. Klasifikacija protimikrobnih učinkovin 
Iz uradne spletne strani JAZMP smo naložili knjižnico vseh registriranih molekul v Sloveniji 
2020 v preglednici *.csv formata. Preglednica poleg slovenskega imena vsebuje tudi stolpec 
z angleškim prevodom in stolpec z ATC klasifikacijsko šifro, ne samo za končno spojino 
temveč za vse razrede klasifikacijskega sistema. Pripravili smo filtre, kjer: 
• se je ATC šifra morala začeti z "J01", 
• je dolžina šifre je morala vsebovati sedem znakov in 
• angleško ime učinkovine ni smelo vsebovati besedila "/", " and " in "ombina". 
Prav tako smo odstranili kombinacije vrstic z učinkovinami pristinamicin, streptoduocin, 
penimepiciklin, benzatinijev benzilpenicilinat, prokainijev benzilpenicilinat in benzatinijev 
fenoksimetilpenicilinat, saj gre pri prvih treh za kombinacijo več učinkovin, ostale so pa 
variacije benzilpenicilina ter fenoksimetilpenicilina, ki ju obravnavamo kot samostojni 
učinkovini. 
Da bi dobili strukturo vseh dobljenih molekul, smo napisali novo skripto SQL (Skripta 2), s 
katero smo v DBB ustvarili preglednico s stolpci level5, chembl_id in canonical_smiles . Ko 
smo združili to preglednico s filtrirano preglednico JAZMP, smo opazili, da še vedno 
manjkajo strukture za učinkovine sareciklin, omadaciklin, neomicin, plazomicin, teikoplanin 
in lefamulin. PZ ChEMBL sicer ima podatke o strukturi teh učinkovin, vendar so bile 
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napačno klasificirane, zato smo te zapise SMILES ročno poiskali in jih dodali v zgornjo 
preglednico. Ročno smo popravili SMILES za gentamicin, saj je bila ta učinkovina v 
podatkovni zbirki zapisana kot skupina treh molekul. 
1 SELECT  ac.level5, 
2   md.chembl_id, 
3   cs.canonical_smiles  
4 FROM  atc_classification ac 
5 LEFT JOIN molecule_atc_classification  mac on ac.level5 = mac.level5 
6 LEFT JOIN molecule_dictionary md ON md.molregno = mac.molregno 
7 LEFT JOIN compound_structures cs ON md.molregno = cs.molregno 
8 WHERE  ac.level5 LIKE "J01%" 
9 AND  ac.who_name NOT LIKE "%combinations%" 
Skripta 2: Ukaz SQL za ekstrakcijo zapisov SMILES registriranih spojin iz PZ 
ChEMBL. 
V naslednjem koraku smo med strukturami, ki so bile v zapisu SMILES klasificirane kot 
soli, odstranili vse, ki niso bile primarna aktivna substanca. Meja za to je bila kompleksnosti 
fragmenta C > 5, izračunano po enačbi 1. Pri tem smo pri učinkovinah kolistin in 
polimiksin B, ki se pojavita kot kombinacija dveh identičnih skeletov s spremenjeno 
stransko maščobno kislinsko verigo, odstranili bolj kompleksno molekulo. Ostalo nam je 
218 registriranih spojin. 
Vsaki učinkovini in vsaki unikatni strukturi naših spojin smo določili Morgan fingerprint. 
Da bi ugotovili, v kateri klasifikacijski razred bi naše učinkovine spadale, smo vsako izmed 
naših struktur primerjali z vsako registrirano spojino in izračunali Tanimotov koeficient 
podobnosti. Skupaj smo imeli 218 učinkovin in 8.453 spojin PZ ChEMBL, ki smo jih 
razvrstili v preglednico s skupno 1.842.754 možnimi kombinacijami. Med vsemi smo 
izračunali vrednost koeficienta podobnosti, pri čemer smo kot prag podobnosti za 
klasifikacijo protimikrobnega razreda določili prelomnico indeksa 0,5 med spojinama. Vse 
spojine, ki z nobeno od registriranih učinkovin niso imele Tanimotovega koeficienta vsaj 
0,5 smo klasificirali kot "N/A", pri ostalih smo pa izbrali učinkovino z najvišjo vrednost 
podobnosti in ATC razred te učinkovine pripisali spojini. Preglednica IV prikazuje rezultat 
te klasifikacije. 
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ATC Level3 Število spojin 
N/A 5.189 (61,4 %) 
Kinolonske protimikrobne učinkovine 1.631 (19,3 %) 
Drugi betalaktamski antibiotiki 691 (8,2 %) 
Druge protimikrobne učinkovine 601 (7,1 %) 
Makrolidi, linkozamidi in streptogramini 143 (1,7 %) 
Tetraciklini 134 (1,6 %) 
Sulfonamidi in trimetoprim 38 (0,4 %) 
Betalaktamski antibiotiki, penicilini 15 (0,2 %) 
Aminoglikozidni antibiotiki 9 (0,1 %) 
Amfenikoli 2 (0,0 %) 
Preglednica IV: Razporeditev spojin po klasifikaciji ATC na tretji ravni. 
4.2.3. Statistična analiza 
Preglednico z vsemi podatki smo razcepili v dve, eno z zveznimi deskriptorji in drugo z 
diskretnimi deskriptorji, ter vsako ovrednotili z ustreznim statističnim testom: t-test za 
zvezne in chi2 za diskretne. Preglednici smo obdelali z gnezdenimi zankami (ang. nested 
loop). Zunanja zanka v vsaki iteraciji izbere stolpec assay_organism  in stolpec enega izmed 
deskriptorjev ter to preglednico prenese v notranjo zanko. Tu smo določili vse možne pare 
mikroorganizmov za izvedbo testa. Ker smo imeli 8 mikroorganizmov, je to 28 možnih 
kombinacij. V vsaki iteraciji notranje zanke smo tako primerjali en par mikroorganizmov. 
Postopek je bil enak za obe razcepljeni preglednici, do edine razlike je prišlo pri samem 
statističnem testu. Chi2 teste smo izvedli na običajen način, pri t-testih pa smo najprej 
določili, ali velja predpostavka enakosti varianc. Za to smo izvedli F-test pri vsakem paru 
mikroorganizmov za vsak deskriptor in izračunali F-vrednost Fstat. F kritično vrednost Fcrit 
smo določili s f.ppf funkcijo iz knjižnice Python scipy.stats (ppf kratica = percent point 
function) pri α = 0,05 (enačba 5). Če je bil Fp < Fc, to pomeni, da smo lahko predpostavili 
enakost varianc in nadaljevali s Studentovim t-testom, v obratnem primeru smo izvedli 
Welchev t-test. 
 Fcrit = scipy.stats.f.ppf (0.95, n1 − 1, n2 − 1) enačba 5 
kjer je Fcrit kritična F-vrednost, n1 je število spojin pri prvem mikroorganizmu, 
n2 pa število spojin pri drugem. 
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Po opravljenih gnezdenih zankah smo pri vsakem paru mikroorganizmov in deskriptorju 
imeli podatek o izračunanih t- oz. chi2 vrednostih ter stopinj prostosti. S temi podatki smo 
izračunali p-vrednosti, in sicer prek scipy.stats funkcij: tokrat t.cdf oz. chi2.cdf (cdf kratica 
= cumulative distribution function) (enačbi 6 in 7). 
 p-value = 2 ∙ (1 − scipy.stats.t.cdf (abs(t stat), df )) enačba 6 
 p-value = 1 − st.chi2.cdf (chi^2, df ) enačba 7 
kjer so t stat, chi^2 in df stolpci z izračunanimi vrednostmi t, chi2 ter stopnje 
prostosti, p-value pa je p-vrednost glede na te vrednosti, izračunana prek cdf. 
Preglednici z rezultati t- in chi2-testov smo po končanem izračunu p-vrednosti združili pri 
skupnih stolpcih. Podobnost med pari mikroorganizmov smo definirali kot evklidsko 
razdaljo (enačba 8) od izhodišča do točke p v n-dimenzionalnem prostoru s koordinatami 
posameznih p-vrednosti para mikroorganizmov. Enačbo evklidske razdalje smo priredili 
tako, da smo vrednost vsote kvadriranih razlik delili z n (enačba 9). 
 












 enačba 9 
kjer je d(A, B) razdalja med točkama A in B, Ai in Bi so posamezne koordinate 
točk A in B, p
i
 so posamezne p-vrednosti pri danem paru mikroorganizmov, n 
pa je število dimenzij oz. število deskriptorjev.  
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E. faecium / 
S. aureus 
+ / + 0,223 0 0 0 0 0 0 0,018 0 0,385 0 0,143 
E. coli / 
P. aeruginosa 
- / - 0,326 0 0 0 0 0 0,434 0 0 0,732 0 0 
E. cloacae / 
K. pneumoniae 
- / - 0,303 0,014 0 0,001 0 0,083 0 0 0 0 0,911 0 
E. aerogenes / 
P. aeruginosa 
- / - 0,297 0 0 0 0 0 0,294 0 0 0 0,676 0 
E. coli / 
K. pneumoniae 
- / - 0,27 0,001 0 0,324 0,058 0,001 0 0 0 0,001 0,417 0 
A. baumannii / 
E. cloacae 
- / - 0,226 0 0 0 0 0 0,517 0 0,045 0 0 0 
E. aerogenes / 
E. coli 
- / - 0,185 0,284 0 0 0 0,06 0,031 0 0 0 0 0 
E. cloacae / 
E. coli 
- / - 0,184 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,37 0 
E. aerogenes / 
K. pneumoniae 
- / - 0,168 0,003 0 0 0 0 0,308 0 0 0 0 0 
A. baumannii / 
E. aerogenes 
- / - 0,142 0 0 0 0 0 0 0 0,197 0,024 0 0 
K. pneumoniae / 
P. aeruginosa 
- / - 0,028 0 0 0 0 0 0 0 0 0,008 0 0 
A. baumannii / 
K. pneumoniae 
- / - 0,019 0 0 0 0 0 0,004 0 0 0 0 0 
A. baumannii / 
P. aeruginosa 
- / - 0,001 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. aerogenes / 
E. cloacae 
- / - 0,001 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A. baumannii / 
E. coli 
- / - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. cloacae / 
P. aeruginosa 
- / - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. aerogenes / 
S. aureus 
+ / - 0,124 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,168 0 
P. aeruginosa / 
S. aureus 
+ / - 0,077 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,065 0 
A. baumannii / 
E. faecium 
+ / - 0,034 0,001 0 0 0 0 0 0 0,012 0 0 0 
A. baumannii / 
S. aureus 
+ / - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. aerogenes / 
E. faecium 
+ / - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. cloacae / 
E. faecium 
+ / - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. cloacae / 
S. aureus 
+ / - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. coli / 
E. faecium 
+ / - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. coli / 
S. aureus 
+ / - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. faecium / 
K. pneumoniae 
+ / - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. faecium / 
P. aeruginosa 
+ / - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
K. pneumoniae / 
S. aureus 
+ / - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Preglednica V: Rezultati statističnih testov (p-vrednosti) pri vseh parih 
mikroorganizmov na vseh deskriptorjih. Stolpec "S" je Podobnost po enačbi 9 ter 
zaokrožena na 3 decimalna mesta. Podobnost in p-vrednosti so dodatno obarvane z 
gradientom. Vrstice so razvrščene (ter obarvane) najprej po stolpcu G +/- in potem 
padajoče glede na podobnost. 
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4.2.4. Primerjava registriranih protimikrobnih učinkovin z drugimi 
učinkovinami 
Pripravili smo novo skripto SQL za izvoz vseh registriranih spojin iz PZ ChEMBL. 
Preglednico, ki smo jo na ta način ustvarili in prenesli v Knime, smo v prvem koraku filtrirali 
tako, da smo odstranili vse učinkovine, ki se pojavijo v kombinaciji več molekul. Vsem 
nadaljnjim spojinam smo nato izračunali vse zvezne deskriptorje kot pri mikroorganizmih 
ESKAPE (molsko maso, logP in celotno polarno površino molekule) in razmerja PMI. Pri 
tem je pri 196 spojinah prišlo do napake pri izračunu optimizirane geometrije molekule – te 
smo iz nadaljnje analize izpustili. Preostale spojine smo razdelili v dva razreda: Antibiotike 
(prvi trije znaki ATC klasifikacije "J01") in Druge učinkovine. Skupno smo zbrali 
173 protimikrobnih in 2.185 drugih učinkovin. 
1 SELECT  canonical_smiles,  
2   level5 
3 FROM  molecule_atc_classification mac 
4 JOIN  compound_structures cs on mac.molregno = cs.molregno 
Skripta 3: Ukaz SQL za pridobitev vseh spojin iz PZ ChEMBL z znano 
klasifikacijo ATC na peti ravni. 
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5. Rezultati in razprava 
5.1. Komentar priprave skript SQL za DB Browser 
Za nalogo smo napisali dve skripti za pripravo preglednic, ki smo ju potem uvozili v Knime. 
Pri obeh smo si pomagali z dodatnimi datotekami, ki jih je pripravila ekipa ChEMBL: sliko 
sheme strukture podatkovne zbirke (Slika 8) in tekstovno datoteko 
"chembl_26_schem_documentation.txt", v kateri je poleg strukture podatkovne zbirke tudi 
kratek opis večine stolpcev. 
 
Slika 8: Shema podatkovne zbirke ChEMBL "chembl_26_schema.png" (36). 
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Pripravili smo več osnutkov, preden smo spisali končno glavno skripto, s katero smo podatke 
pozneje uvozili v Knime. Bilo je pomembno, da smo preglednici activities  in assays združili 
(funkcija JOIN) pri dveh stolpcih, doc_id in assay_id, saj bi se sicer izvedeni testi podvajali, 
kar pomeni, da bi iste meritve MIC spojin na mikroorganizmih bile večkrat zavedene v naših 
podatkih in bi pozneje, pri zadnjem koraku v fazi filtriranja vrstic iz poglavja 4.2.2, lahko 
napačno zaokrožili vrednosti stolpca standard_value . Preglednico compound_structures smo 
dodali, ker smo za izračun deskriptorjev potrebovali strukturo spojin, compound_properties  
pa, saj smo želeli deskriptor vključiti v stolpec molecular_species , vendar ga zaradi 
zapletenosti ne bi mogli sami izračunati. Preglednica molecule_dictionary  pa je zgolj vir 
stolpca chembl_id, saj so v njem navedene interne šifre spojin podatkovne zbirke ChEMBL. 
Ena začetnih iteracij glavne skripte prav tako ni imela dodatnih zahtev/filtrov iz vrstic 
14 do 25, vso odstranjevanje nepotrebnih vrstic smo izvedli naknadno v Knimu. Pozneje 
smo jih dodali v samo skripto, saj je DBB bolje optimiziran za takšne operacije, poleg tega 
je bila končna datoteka *.csv tudi precej manjša. Kot primer: z vsemi filtri v skripti ima 
končna preglednica skupaj 174.038 vrstic, brez filtrov pa bi jih bilo 15.844.303, torej za 
faktor 91 več. Zahtevo data_validity_comment  IS NULL pa smo dodali za odstranitev 
ekstremnih oz. nesmiselnih vrednosti. Po komentarjih ekipe ChEMBL so to podatki, ki ležijo 
zunaj tipičnih vrednosti (1.389 primerov) ali pa nestandardne oz. nesmiselne enote za test, 
npr. "µg" (2.089 primerov). To sicer predstavlja manj kot 2 % vseh možnih vrstic. 
Drugo skripto smo prav tako napisali po več osnutkih. Najprej smo uvozili stolpec synonyms 
iz molecule_synonyms  in preko tega iskali ustrezajočo vrednost v stolpcu angleškega prevoda 
preglednice JAZMP. Pozneje smo v podatkovni zbirki odkrili, da je že ekipa ChEMBL 
dodala preglednico molekul s šiframi ATC. Vredno je omeniti, da 
molecule_atc_classification  predstavlja zgolj most za združenje molecule_dictionary  in 
compound_structures . Pri vseh smo zato uporabili funkcijo LEFT JOIN , saj smo želeli zajeti 
vse možne level5 vrstice, tudi če chembl_id oz. canonical_smiles  nista bila znana. Manjkajoče 
podatke smo naknadno poiskali ročno. Na koncu smo dodali zahtevi za omejitev na samo 
zdravila za sistemsko zdravljenje infekcij (vrstica 8) in odstranitev vseh, kjer se v imenu 
pojavi "combinations" (vrstica 9). 
5.2. Komentar Knime workflowa 
Najprej smo se posvetili "problemu fragmentov". Opazili smo namreč, da je v istem zapisu 
SMILES, tj. v isti vrstici, zapisanih več molekul. Zato smo osnovno preglednico razcepili v 
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dve, eno s samo eno spojino in drugo s kombinacijo molekul. Vse tovrstne vrstice smo 
preverili in ugotovili, da gre največkrat za enostavne soli (primer 1, CHEMBL3250596), 
pogosto pa gre za kombinacijo dveh ali več molekul hkrati (primera 2 in 3, CHEMBL37664 
in CHEMBL410714). Skupaj tovrstni primeri predstavljajo skoraj 10 % izvirnih zadetkov, 
torej okoli 16.500 vrstic. Ker to ni zanemarljiv odstotek, smo poskušali ohraniti čim več teh 
primerov. Po enačbi 1 smo izračunali kompleksnost vseh molekul v tej preglednici in jih 
ročno pregledali. Ko smo jih razvrstili od najmanj do najbolj kompleksne, smo ugotovili, da 
je šlo v večini primerov za enostavne molekule oz. ione (npr. Na+, I-, H2O, HCl, …). Ocenili 
smo, da je prehod od enostavnih molekul/ionov do potencialno glavnih/aktivnih molekul 
ležal pri 92 (Preglednica VI), in po tem kriteriju odstranili molekule nad to kompleksnostjo, 
ki so se pojavile v medsebojni kombinaciji. Tako smo izmed vseh primerov z več kot eno 
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Ag+ 0,01 Br- 0,01 Ca2+ 0,01 Cl- 0,01 
I- 0,01 K+ 0,01 Li+ 0,01 Na+ 0,01 
S2- 0,01 Zn2+ 0,01 HBr 1,01 HCl 1,01 
NO2- 2,03 NO3- 3,04 H2O 4,01 HNO3 4,04 
BF4- 4,05 ClO33- 4,05 HSO4- 5,05 CF3COO- 6,05 
PF6- 6,07 CF3COOH 7,05 CF3SO3- 7,07 CF3HSO3 8,07 




















Preglednica VI: Vsi fragmenti z izračunano vrednost kompleksnosti pod 92. 
Pri pregledu vseh zadetkov smo opazili, da meritve MIC niso enakomerno porazdeljene, 
temveč prevladujejo določene, pogosto okrogle vrednosti (Slika 9). Odkrili smo tudi, da so 
imele iste spojine pogosto več drastično različnih vrednosti inhibitorne koncentracije. Da bi 
vrednosti čim bolj izenačili, smo najprej odstranili vse vrednosti posameznih meritev, ki smo 
jih določili kot osamele (z metodo 1,5-kratne razdalje IQR, opisane v 4.2.2), pozneje pa še 
vse spojine z več kot desetkratno razliko med minimalno in maksimalno vrednostjo. 
Predvidevali smo, da je pri tovrstnih razlikah pri meritvah MIC prišlo do napake in so ti 
podatki nezanesljivi. Za mejno vrednost MIC ≤ 1 µg/mL smo se pa odločili, ker smo želeli 
imeti spojine, ki izražajo visoko stopnjo protimikrobnega delovanja, in pri tem ohraniti 
zadostno število primerov pri vseh mikroorganizmih, da lahko smiselno primerjamo 
porazdelitev vrednosti deskriptorjev. 




Slika 9: Graf raztrosa vseh meritev MIC < 10 µg/mL pri vseh spojinah ChEMBL 
našega vzorca9 pred odstranjevanjem ekstremnih vrednosti. Na x-osi smo za grafični 
prikaz razporedili chembl_id-je po abecednem vrstnem redu. Opaziti je mogoče 
mnogo horizontalnih vrst pri okroglih oz. nenaključnih vrednostih (8, 4, 2, 6,25, 
3,125 itd.). Vertikalne točke, označene z modro, so primer pogostih meritev pri isti 
spojini. 
Izračun deskriptorjev smo, obratno kot pri filtraciji, izvedli na osnovi strukture glavne 
molekule. Pri tem smo v prvem koraku določili geometrijsko optimizirano strukturo in na 
osnovi te izračunali ostale deskriptorje. To je pomembno, saj smo ugotovili, da se lahko 
vrednost večine deskriptorjev razlikuje v odvisnosti od izbire zapisa spojine. Z zbranimi 
deskriptorji smo nadaljevali klasifikacijo velikostnih razredov za diskretne vrednosti. Da bi 
rešili težavo, koliko razredov na deskriptor sploh potrebujemo in kje bi postavili mejo, smo 
se odločili za analizo grozdov z algoritmom k-means. Sicer smo imeli na voljo več drugih 
načinov razvrščanja deskriptorjev (samodejno razvrščanje v enako število vzorcev na razred 
oz. v enako velike intervale razredov, ročna določitev), vendar smo se odločili za algoritem 
 
9 Podatki so vzeti pred poenotenju enot, zato so na grafu prikazane samo vrstice, kjer je bil MIC zapisan v enoti 
µg/mL. Vrednosti z enoto nM smo tu izpustili. 
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k-means, saj postopek sam izbere velikostne razrede, sami le določimo, kako učinkovita 
(enačba 4) naj bo razvrstitev. 
5.3. Komentar rezultatov 
5.3.1. Razlike v kemijskem prostoru spojin med Gram-pozitivnimi in Gram-
negativnimi mikroorganizmi 
5.3.1.1. Kemijska zvrst 
Prvi deskriptor, s katerim smo primerjali kemijske prostore molekul Gram-pozitivnih in 
Gram-negativnih mikroorganizmov, je kemijska zvrst oz. ionski naboj spojin (Slika 10). 
Hkrati je to edini deskriptor, ki ga nismo določevali sami, ker je namreč že bil zapisan v PZ. 
V končnem vzorcu 8.453 edinstvenih struktur jih 1.069 ni imelo definiranega naboja. Te 
spojine smo pri primerjavi zanemarili. 
Prva stvar, ki smo jo opazili, je razpršenost porazdelitve znotraj Gram-negativnih 
mikroorganizmov v primerjavi z Gram-pozitivnimi. A. baumannii še posebej izstopa od 
ostalih mikroorganizmov – gre za trend, ki smo ga v opazili tudi pri ostalih deskriptorjih. V 
splošnem je razlog za razpršenost lahko, da imamo pri Gram-pozitivnih le dva 
mikroorganizma in da je zgolj naključje, da sta si porazdelitvi tako podobni. Drugo 
pomembnejše opažanje je razlika pri porazdelitvi kemijskih zvrsti med Gram-pozitivnimi in 
Gram-negativnimi mikroorganizmi. Pri slednjih so cviterioni prisotni kot največja skupina 
(42,3 %), v skoraj enakem deležu sledijo kisle spojine, medtem ko nevtralne molekule 
predstavljajo le okoli osmino vseh molekul, zgolj bazičnih pa skoraj ni (3,5 %). Pri Gram-
pozitivnih mikroorganizmih vidimo, da so tako cviterioni kot tudi kisline prisotne v bistveno 
manjšem deležu, odstotek nevtralnih je pa več kot trikrat večji. Bazične molekule še vedno 
ostajajo na zadnjem mestu.  




Slika 10: Porazdelitev kemijskih zvrsti pri vseh analiziranih mikroorganizmih in 
povprečna vrednost porazdelitve pri Gram-pozitivnih in Gram-negativnih 
mikroorganizmih v analiziranem vzorcu. 
5.3.1.2. Porazdelitveni koeficient 
Primerjali smo porazdelitev deskriptorja logP med vsemi mikroorganizmi, pa tudi med 
Gram-pozitivnimi in Gram-negativnimi posebej. Tudi tukaj opazimo visoko stopnjo 
podobnosti znotraj Gram-pozitivnih mikroorganizmov, tj. statistično nesignifikantne razlike 
v porazdelitvi, in visoko razpršitev vrednosti logP pri Gram-negativnih mikroorganizmih 
(Slika 11). 
 
Slika 11: Diagram škatel z brki LogP za vse analizirane mikroorganizme brez 
odstopajočih vrednosti. Mikroorganizmi so razvrščeni padajoče glede na mediano 
vrednost. 
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Če primerjamo logP porazdelitev gostote molekul na številčni premici, vidimo, da so si 
Gram-negativni in Gram-pozitivni mikroorganizmi precej različni (Slika 12). Razdalja v 
mediani je 1,02 log enote (1,92 pri Gram-negativnih in 2,94 pri Gram-pozitivnih), povprečna 
vrednost pa je še večja: 1,34 log enote (1,78 pri Gram-negativnih in 3,12 pri Gram-
pozitivnih). Vidimo tudi, da so pri maksimalni gostoti Gram-negativne precej bolj ozko 
porazdeljene in da imajo pri logP ≈ -0,5 lokalni maksimum. Pregled tega intervala logP 
(-0,75 < x < -0,25) je pokazal, da se tam večinoma zadržujejo spojine, uvrščene v razred 
"drugi betalaktamski antibiotiki" (48,3 %), ki jim sledijo neklasificirane molekule (45,5 %). 
Pri Gram-pozitivnih spojinah je opazna večja širina zvona okoli maksimuma in večja 
izboklina pri logP ≈ 5. Levi rep porazdelitve v primerjavi z Gram-negativnimi 
mikroorganizmi zelo hitro pada proti 0. Vse to doprinese k višjemu povprečnemu logP in 
nižjemu vrhu gostote. V nadaljnjih analizah bi bilo zanimivo prikazati zložene porazdelitve 
gostote za vsako skupino molekul na vrsto mikroorganizma, da bi se bolje videlo, kako se 
porazdelitveni koeficienti prekrivajo. 
 
Slika 12: Porazdelitev gostote 99 % intervala spojin okoli mediane logP z 
delovanjem na Gram-pozitivne in Gram-negative mikroorganizme. 
5.3.1.3. Porazdelitev molske mase in celotne polarne površine molekul 
Med primerjanjem porazdelitve deskriptorjev molske mase in celotne polarne površine 
molekul obeh skupini mikroorganizmov smo pri vsakem posameznem, sploh pri M, opazili 
razlike med lastnostmi molekul (Slika 13 in Slika 14). Gram-pozitivne molekule imajo 
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bistveno višjo molsko maso, razdalja v mediani je 35,2 g/mol, v povprečni M pa kar 
94,7 g/mol. Pri TPSA tako velikih razlik nismo opazili, je pa iz razdalje med kvartiloma 
razvidno, da so Gram-pozitivni mikroorganizmi vsaj v notranjih 50 % gosteje porazdeljeni 
kot Gram-negativni (IQR = 57,32 in 65,45). 
Razlika med obema skupinama mikroorganizmov je zlasti opazna, ko načrtamo vse 
molekule na graf raztrosa (Slika 15). Kot pričakujemo, se z večanjem molske mase tudi 
povečuje TPSA, kar je zanimivo, pa je razslojevanje mikroorganizmov. Spojine na dnu grafa 
(M ≈ 300 g/mol, TPSA ≈ 80) imajo zelo podobno razpršitev obeh deskriptorjev, od 
M ≈ 450 g/mol naprej pa se Gram-negativne vidno hitreje premikajo k povprečno višjim 
vrednostim TPSA. 
 
Slika 13: Diagram škatel z brki 
porazdelitve molske mase pri Gram-
pozitivnih in Gram-negativnih 
mikroorganizmih. 
 
Slika 14: Diagram škatel z brki 
porazdelitve celotne polarne površine 
pri Gram-pozitivnih in Gram-
negativnih mikroorganizmih. 




Slika 15: Graf raztrosa molske mase in celotne polarne površine molekul glede na 
vrsto mikroorganizma. Dodani sta krivulji povprečnih vrednosti TPSA pri vsaki celi 
številki M v intervalu ±100 g/mol. 
Podatki vseh ostalih diskretnih deskriptorjev so prikazani v Prilogi. 
5.3.1.4. Primerjava oblike molekul 
Na Sliki 6 so prikazani rezultati izračuna gostote porazdelitve spojin za vsak organizem 
posebej. Če izvzamemo A. baumannii, vidimo, da se znotraj Gram-pozitivnih in 
Gram-negativnih mikroorganizmov razporeditev 3D-oblik molekul dobro ujema. Vidno je, 
da imata oba Gram-pozitivna mikroorganizma maksimalno gostoto bistveno bolj v oglišču 
linearnih molekul in da tvorijo njihove spojine rep proti planarnim oblikam. Ta rep je 
približno vzporeden s stranico trikotnika, ki povezuje ti dve oglišči. Pri Gram-negativnih 
mikroorganizmih je v splošnem slika obrnjena. Njihov maksimum je skoraj na sredini med 
linearnim in planarnim ogliščem, tvorijo pa rep proti linearnim oblikam. 
Pripravili smo graf gostote porazdelitve, kjer smo združili vse spojine obeh skupin 
mikroorganizmov (Slika 16 zgoraj). Tu bolj jasno vidimo razliko v lokaciji globalnega 
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maksimuma gostote (GMG) spojin (Gram-pozitivni = [0,102; 0,940], Gram-
negativni = [0,213; 0,826]). Iz slike je jasno, da imajo spojine Gram-pozitivnih 
mikroorganizmov našega vzorca bistveno bolj linearno obliko kot spojine Gram-negativnih. 
Poleg tega na lokaciji GMG Gram-negativnih bakterij tvorijo spojine aktivne na 
Gram-pozitivne mikroorganizme lokalni maksimum gostote (LMG) ([0,213; 0,829]) 
(Slika 16). V obratni smeri do tega ne pride. Sicer se gostota porazdelitve pri 
Gram-negativnih pomika proti maksimumu Gram-pozitivnih, vendar ga ne doseže do enake 
mere. 
 
Slika 16: Zgoraj: graf gostote porazdelitve spojin Gram-pozitivnih in Gram-
negativnih mikroorganizmov. Spodaj: Prekrivanje gostot porazdelitve zgornjih 
50 % gradienta pri Gram-pozitivnih (obarvane površine) in Gram-negativnih 
(izolinije) mikroorganizmih. Konture si sledijo po presledkih 0,1 gostote gradienta. 
To opažanje nakazuje, da se v tem predelu oblik molekul nahajajo spojine z delovanjem tako 
na Gram-pozitivne kot na Gram-negativne molekule – širokospektralne protimikrobne 
učinkovine. Potrebne bi bile nadaljnje analize, kjer bi posebej pregledali oblike molekul 
ozkospektralnih protimikrobnih učinkovin na obeh skupinah mikroorganizmov in 
širokospektralnih protimikrobnih učinkovin ter primerjali, ali oz. kje se njihove gostote 
prekrivajo. Naš rezultat je skladen z nedavno študijo ameriških znanstvenikov Univerze v 
Illinoisu (43), kjer so predpostavili, da lahko s prirejanjem oblike v bolj globularno ter s 
pripenjanjem primarnega amina primerne kandidate spojin pretvorimo iz ozko- v 
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širokospektralne. Hipotezo so podprli z derivatizacijo spojine deoksinibomicin (DNM, 4), 
molekulo naravnega izvora, ki deluje na Gram-pozitivne mikroorganizme, ne pa na 
Gram-negativne. Načrtno so v prvem koraku petkotni obroč razširil v šestkotnega (6DNM, 
5). Nov derivat je izkazoval visoko delovanje na S. aureus (MIC = 0,06 μg/mL), ni pa 
inhibiral rasti E. coli. V drugem koraku so 6DNM pripeli primarni amin (6DNM-NH3, 6). 
Nova molekula ohranja aktivnost na Gram-pozitivnih mikroorganizmih in pridobi delovanje 







Načrtanje teh treh spojin na trikotnik PMI (Slika 17) nakazuje, kar smo prikazali v naši 
nalogi, in sicer, da je pomik učinkovin v smeri iz linearne proti planarni koristen za 
pridobitev širokospektralnega delovanja. 
 
Slika 17: Spojine 4, 5 in 6 v trikotniku PMI. 




Postopek klasifikacije spojin PZ glede na Tanimotov koeficient podobnosti registriranih 
protimikrobnih učinkovin je pokazal, da je kljub nizkemu pragu za identifikacijo ATC 
razreda (T > 0,5) večina spojin ostala nerazvrščenih, in sicer skoraj dve tretjini vseh molekul 
(Preglednica IV). Možnih razlogov za to je lahko več. Predvidevamo, da gre za derivate 
znanih protimikrobnih učinkovin, ki se od registriranih spojin razlikujejo do te mere, da z 
našo metodo določevanja ATC-razredov ne presežejo določenega praga podobnosti. V 
nadaljnjih analizah bi bilo smotrno izvesti klasifikacijo ne izključno s Tanimotovim 
koeficientom podobnosti, temveč vključiti še analizo molekulskega skeleta, kjer bi 
pregledali, ali temeljna struktura vsake skupine protimikrobnih učinkovin ustreza skeletu 
molekul v vzorcu. 
Primerjali smo tudi, kako se deleži klasificiranih ATC razredov (brez "N/A") primerjajo z 
deleži pri registriranih spojinah (Preglednica VII). Najbolj vidna porast v deležu je pri 
kinolonskih protimikrobnih učinkovinah, kjer je v našem vzorcu približno 3,5-krat več 
tovrstnih spojin glede na ostale molekule. Višji delež vidimo tudi pri razredu drugih 
protimikrobnih učinkovin, ostali razredi pa so vsi prisotni v manjšem deležu, sploh razreda 
sulfonamidov in trimetoprima ter aminoglikozidnih antibiotikov, ki jih skorajda ne zaznamo 
v našem vzorcu. 
Tretji nivo ATC klasifikacije Število učinkovin Odstotek v PZ 
Drugi betalaktamski antibiotiki 57 (26,1 %) 21,2 % 
Betalaktamski antibiotiki, penicilini 35 (16,1 %) 0,5 % 
Kinolonske protimikrobne učinkovine 30 (13,8 %) 50,0 % 
Druge protimikrobne učinkovine 26 (11,9 %) 18,4 % 
Sulfonamidi in trimetoprim 23 (10,6 %) 1,2 % 
Makrolidi, linkozamidi in streptogramini 17 (7,8 %) 4,4 % 
Aminoglikozidni antibiotiki 14 (6,4 %) 0,3 % 
Tetraciklini 14 (6,4 %) 4,1 % 
Amfenikoli 2 (0,9 %) 0,1 % 
Preglednica VII: Število učinkovin na razred protimikrobnih učinkovin, od najbolj 
do najmanj številčnega, ter odstotek spojin istih razredov iz PZ brez molekul 
klasificiranih kot "N/A". 
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V nadaljnjih raziskavah bi bilo zanimivo tudi izvesti pregled, kdaj so se spojine našega 
vzorca prvič pojavile v literaturi (podatki, ki so zabeleženi v PZ ChEMBL). Ta podatek bi 
pomagal vsaj delno prikazati potencialne pretekle in bodoče trende, v katero smer se je oz. 
se premika razvoj protimikrobnih učinkovin v farmacevtski industriji. 
5.3.3. Primerjava kemijskih prostorov protimikrobnih in drugih učinkovin 
Iz PZ ChEMBL smo pridobili strukture vseh registriranih spojin in jim izračunali 
deskriptorje logP, molsko maso in celotno polarno površino. Vrednosti teh deskriptorjev se 
pri obeh skupinah bistveno razlikujejo (Preglednica VIII). Opazimo, da imajo protimikrobne 
učinkovine občutno nižji povprečni logP kot druge učinkovine in precej višjo celotno 
polarno površino. Iz violinskih diagramov (Slike 18 do 20) tudi vidimo, da ima slednji 
deskriptor pri protimikrobnih učinkovinah poleg globalnega še lokalni maksimum, oba 
bistveno višje, kot porazdelitev spojin pri drugih učinkovinah. Pomembno je omeniti, da sta 
si po številu spojin na skupino ti dve populaciji zelo različni (173 pri protimikrobnih proti 
2.185 pri drugih učinkovinah), zato so ti podatki lahko zavajajoči. 
 
Slika 18 Slika 19 Slika 20 
Violinski diagrami porazdelitev deskriptorjev logP, molske mase in celotne polarne 
površine v 99 % intervalu od mediane pri vseh registriranih protimikrobnih in drugih 
učinkovinah. 
Skupina logP Molska masa [g/mol] Celotna polarna površina [Å] 
Povprečje Mediana Povprečje Mediana Povprečje Mediana 
Antibiotik 0,7 0,7 424,25 401,10 135,8 113,0 
Druge učinkovine 2,7 2,9 361,24 324,11 77,0 63,3 
Preglednica VIII: Povprečne in mediane vrednosti vseh deskriptorjev pri 
registriranih protimikrobnih in drugih učinkovinah. 




V naši nalogi smo določili in primerjali kemijske prostore 8.513 edinstvenih spojin, aktivnih 
na mikroorganizme ESKAPE in E. coli. Kemijski prostori spojin, ki inhibirajo rast bakterij, 
so si znotraj Gram-pozitivnih in Gram-negativnih mikroorganizmov bistveno bolj podobni 
kot kemijski prostori pri primerjavi obeh skupin mikroorganizmov. Kemijski prostor Gram-
negativnih mikroorganizmov je prav tako manj definiran oz. bolj razpršen kot pri Gram-
pozitivnih, vendar je to lahko posledica manjšega števila Gram-pozitivnih mikroorganizmov 
v naši nalogi (le dva od osmih mikroorganizmov). Ugotovili smo, da se ionski naboji med 
skupinama bakterij temeljno razlikujejo. Pri Gram-pozitivnih prevladujejo nevtralne 
molekule, medtem ko pri Gram-negativnih večinski delež zasedajo cviterioni in kisline. 
Izkazalo se je tudi, da povprečne logP vrednosti Gram-pozitivnih mikroorganizmov niso 
statistično relevantno različne in so v povprečju bistveno višje kot pri Gram-negativnih (za 
1,34 log enote), ki so bolj razpršene: sežejo od povprečne logP = 0,8 (E. aerogenes) do 1,96. 
(K. pneumoniae). Poleg tega so si povprečne vrednosti celotne polarne površine v odvisnosti 
od molske mase molekul pri nizkih molskih masah (M < 450 g/mol) pri spojinah, aktivnih 
na Gram-pozitivne in Gram-negativne mikroorganizme, relativno podobne. Pri višjih 
vrednostih pride do občutnega razcepa, kjer vrednosti celotne polarne površine Gram-
negativnih spojin bistveno hitreje narastejo ob isti molski masi kot pri Gram-pozitivnih: v 
povprečju za 81,6 Å višje (pri M ≥ 450 g/mol). Ugotovili smo tudi, da je oblika molekul 
relativno skladna znotraj skupin mikroorganizmov. Pri vseh mikroorganizmih opazimo 
kopičenje spojin vzporedno z osjo med linearnim in planarnim ogliščem trikotnika PMI. 
Zelo malo je spojin, pri katerih sferična komponenta prevlada. Prišli smo do ugotovitve, da 
sta si lokaciji GMG molekul v trikotniku PMI znotraj spojin, aktivnih na Gram-pozitivne in 
Gram-negativne, drastično različni. Gram-pozitivni so veliko bolj linearni, poleg tega imajo 
LMG, ki sovpada z GMG Gram-negativnih mikroorganizmov. Pri klasifikaciji spojin našega 
vzorca smo pokazali, da ima večina izbranih molekul iz PZ ChEMBL (61,4 %) z vsemi 
registriranimi spojinami v ATC razredu J01 Tanimotov koeficient podobnosti, izračunan z 
Morgan fingerprintom, manjši kot 0,5. Kemijski prostor protimikrobnih učinkovin se tudi 
poglavitno razlikuje od kemijskega prostora drugih spojin. Zaključimo lahko, da se naši 
rezultati skladajo z dosedanjo literaturo in okrepijo prevladujoče teorije, sploh iz vidika oblik 
molekul. 
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8.1. Povprečne in mediane vrednosti vseh zveznih deskriptorjev za vse 
mikroorganizme 
Organizem Molska masa [g/mol] logP Celotna polarna površina [Å] 
Povprečje Mediana Povprečje Mediana Povprečje Mediana 
A. baumannii 612,36 565,20 0,6 1,3 212,1 185,9 
E. aerogenes 464,22 438,60 0,9 0,8 136,6 128,4 
E. cloacae 440,20 392,17 1,4 1,6 120,1 98,9 
E. coli 459,55 416,05 1,9 1,9 121,4 96,3 
E. faecium 662,66 463,14 3,1 2,8 174,5 104,1 
K. pneumoniae 449,26 400,13 1,7 2,0 120,3 94,8 
P. aeruginosa 502,04 410,14 1,9 1,9 137,7 96,1 
S. aureus 545,68 442,18 3,2 3,0 133,4 99,5 
8.2. Številčne vrednosti vseh diskretnih deskriptorjev za vse mikroorganizme 
pri določenih velikostnih razredih 
Organizem Ionski naboj Št. vrtljivih vezi 
Kislina Baza Nevtralna Cviterion < 4 4–7 8–19 > 19 
A. baumannii 57,59 % 9,95 % 16,23 % 16,23 % 7,00 % 36,50 % 51,50 % 5,00 % 
E. aerogenes 45,60 % 0,00 % 11,32 % 43,08 % 21,36 % 43,65 % 34,67 % 0,31 % 
E. cloacae 34,21 % 1,21 % 3,62 % 60,97 % 35,73 % 45,57 % 18,50 % 0,20 % 
E. coli 43,58 % 3,51 % 16,93 % 35,99 % 31,07 % 46,29 % 18,40 % 4,23 % 
E. faecium 24,52 % 11,22 % 43,75 % 20,51 % 22,33 % 47,27 % 24,94 % 5,46 % 
K. pneumoniae 42,85 % 3,12 % 8,91 % 45,12 % 39,02 % 42,88 % 14,89 % 3,21 % 
P. aeruginosa 31,81 % 6,29 % 20,24 % 41,66 % 35,33 % 36,98 % 21,86 % 5,83 % 
S. aureus 28,08 % 10,72 % 42,23 % 18,97 % 23,54 % 48,26 % 24,46 % 3,73 % 
 
Organizem Št. donorjev H-vezi Št. akceptorjev H-vezi 
< 3 3 - 5 6 - 14 > 14 < 6 6–10 11–21 > 21 
A. baumannii 14,50 % 46,00 % 35,00 % 4,50 % 0,11 0,39 0,5 0 
E. aerogenes 45,20 % 51,08 % 3,72 % 0,00 % 25,08 % 43,96 % 30,96 % 0,0 % 
E. cloacae 64,17 % 30,81 % 4,82 % 0,20 % 29,8 % 54,5 % 15,6 % 0,0 % 
E. coli 65,12 % 28,46 % 3,63 % 2,79 % 34,6 % 48,3 % 17,0 % 0,1 % 
E. faecium 61,79 % 16,63 % 15,01 % 6,58 % 36,6 % 42,3 % 4,3 % 16,7 % 
K. pneumoniae 67,72 % 26,36 % 3,75 % 2,17 % 35,6 % 49,0 % 15,4 % 0,1 % 
P. aeruginosa 64,34 % 24,73 % 5,75 % 5,18 % 34,5 % 45,7 % 18,0 % 1,8 % 
S. aureus 64,26 % 23,42 % 8,69 % 3,63 % 36,3 % 46,3 % 11,7 % 5,7 % 
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Organizem Št. težkih atomov Št. Stereocentrov 
< 33 33 - 56 57 - 99 > 99 0 1–3 4–10 > 10 
A. baumannii 9,50 % 84,50 % 5,50 % 0,50 % 16,50 % 61,50 % 17,50 % 4,50 % 
E. aerogenes 66,87 % 30,65 % 2,48 % 0,00 % 15,17 % 60,37 % 22,29 % 2,17 % 
E. cloacae 77,66 % 19,29 % 3,05 % 0,00 % 20,77 % 63,78 % 12,60 % 2,85 % 
E. coli 70,25 % 25,58 % 4,02 % 0,15 % 31,10 % 55,09 % 10,72 % 3,09 % 
E. faecium 50,00 % 31,51 % 10,67 % 7,82 % 20,35 % 51,12 % 21,09 % 7,44 % 
K. pneumoniae 74,13 % 21,90 % 3,91 % 0,05 % 29,78 % 60,76 % 6,74 % 2,72 % 
P. aeruginosa 65,57 % 27,28 % 4,93 % 2,22 % 32,46 % 53,66 % 8,55 % 5,34 % 
S. aureus 56,95 % 30,44 % 8,45 % 4,16 % 35,74 % 41,82 % 13,73 % 8,71 % 
 
Organizem Št. Obročev Št. aromatskih obročev 
< 3 3 4 - 8 > 8 0 1 2–3 > 3 
A. baumannii 0,50 % 20,00 % 79,50 % 0,00 % 0,50 % 34,50 % 62,00 % 3,00 % 
E. aerogenes 5,88 % 21,98 % 72,14 % 0,00 % 20,43 % 38,39 % 37,77 % 3,41 % 
E. cloacae 0,79 % 23,13 % 76,08 % 0,00 % 9,94 % 65,45 % 23,62 % 0,98 % 
E. coli 9,82 % 20,14 % 69,83 % 0,21 % 8,56 % 43,14 % 43,53 % 4,77 % 
E. faecium 3,10 % 15,63 % 64,14 % 17,12 % 13,28 % 17,25 % 43,55 % 25,93 % 
K. pneumoniae 4,13 % 21,63 % 74,24 % 0,00 % 5,76 % 54,08 % 37,72 % 2,45 % 
P. aeruginosa 8,71 % 20,21 % 70,99 % 0,08 % 5,01 % 45,52 % 40,67 % 8,79 % 
S. aureus 9,78 % 19,38 % 64,42 % 6,43 % 6,63 % 27,10 % 50,18 % 16,08 % 
 
